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RÉSUMÉ
Les gliomes malins prolifèrent d’une manière très anarchique et elles s’infiltrent 
dans le parenchyme cérébral. Plusieurs facteurs de croissance, tels que le Transforming 
Growth Factor Beta (TGF-P), sont surexprimés dans les gliomes malins. La voie de 
signalisation du TGF-P joue un rôle clé dans la régulation des mécanismes liés au 
métabolisme et à la prolifération cellulaire. L’objectif principal de cette étude est 
d’évaluer les effets de l’inhibition de la voie de signalisation du TGF-P sur le phénotype 
des gliomes malins. Deux méthodes ont été utilisées pour inhiber la voie du TGF-p. La 
première est un traitement à la chloroquine, un agent alcalinisant lysosomotropique, qui 
module à la hausse le pH du Trans Golgi Network (TGN )/endosome. Cet agent inhibe la 
furine, une protéase nécessaire à la maturation du TGF-P, ainsi que la métalloprotéases-2 
(MMP-2) qui permet la libération du TGF-p de la matrice extracellulaire (MEC). La 
deuxième méthode est un traitement avec l’Avasimibe™, un agent qui inhibe l'Acyl- 
CoA-Acétyltransférase (ACAT) démontrée comme étant activé par le TGF-p. Les effets 
de ces deux agents ont été testés sur la sécrétion de TGF-P, sur le métabolisme et la 
prolifération cellulaire de la lignée de gliomes murins F98. Par l’immunobuvardage de 
type Western blot, notre étude a révélé la présence de la forme immature de TGF-p 1 et de 
Latency Associated Peptide (LAP) dans le surnageant de la lignée de gliomes murins 
F98. Par le test Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), l’étude a indiqué que la 
chloroquine et l’Avasimibe™ diminuent de 85 ± 3 % et 65 ± 1 % la concentration de 
TGF-pi mature sécrétée dans le surnageant cellulaire. Les essais WST-1 et BrdU ont 
montré que des expositions de 24 h et 48 h à la chloroquine et l’Avasimibe™ diminuent 
significativement de plus de 74 ± 9 % et 86 ± 2 % % le métabolisme et la prolifération 
cellulaire. La zymographie pousse à croire que les effets de chloroquine étaient associés à 
une inhibition de 75 ± 1 % de l’activité de la MMP-2 en 48 h. L’ajout de la chloroquine 
et de l ’Avasimibe™ pourrait être bénéfique au traitement standard des gliomes malins en 
réduisant leur phénotype.
Mots-clés : gliomes, TGF-P, chloroquine, Avasimibe™, métabolisme, prolifération.
TABLE DES MATIÈRES
RÉSUMÉ................................................................................................................................. II
TABLE DES MATIÈRES.................................................................................................. ...III
LISTE DES TABLEAUX.....................................................................................................VI
LISTE DES FIGURES....................................................................................................... .VU
LISTES DES SIGLES, ABRÉVIATIONS ET SYMBOLES . IX
INTRODUCTION.................................................................................................................... 1
1. LES TUMEURS CÉRÉBRALES.............................................................................. 1
1.1. Épidémiologie............................................................................................................. 1
1.2. Pathogenèse..................................................................................................................1
2. TRAITEMENTS.........................................................................................................2
2.1. Traitement standard.....................................................................................................2
2.2. Limitations thérapeutiques......................................................................................... 3
2.2.1. Nature infiltrante du GBM......................................................................................... 3
2.2.2. Barrière hémato-encéphalique (BHE)....................................................................... 3
2.2.3. Résistance à la radiothérapie et aux agents de chimiothérapie............................... 5
3. TRANSFORMNG GROWTHFACTOR BETA (TGF-p)......................................... 5
3.1. Caractéristique du TGF-P 1......................................................................................... 6
3.2. Caractéristique du TGF-P2.....................................................  9
3.3. Caractéristique du TGF-p3........................................................................................10
3.4. Biosynthèse du TGF-p..............................................................................................10
3.5. Maturation du TGF-P .......................................................................... .....11
3.6. Stockage du TGF-P................................................................................................... 11
3.7. Activation du TGF-P................................................................................................. 12
3.8. Récepteur du TGF-p.................................................................................................. 13
3.9. Signalisation du TGF-P...........................................................................................13
3.10. La famille des Smads................................................................................................ 14
IV
4. LA CHLOROQUINE ET L’AVASIMIBE™ : INHIBITEURS POTENTIELS DE 
LA VOIE DE SIGNALISATION DU TGF-p..........................................................15
4.1. Chloroquine................................................................................................................... 15
4.1.1. Pharmacocinétique de la chloroquine......................................................................... 15
4.2. Acyl-CoA-Acétyltransférase (ACAT)........................................................................ 17
4.2.1. AVASIMIBE™............................................................................................................18
4.2.2. Pharmacocinétique de TAvasimibe™......................................................................... 19
PROJET DE RECHERCHE...................................................................................................21
5. OBJECTIF DE L’ÉTUDE...........................................................................................21
5.1. Hypothèses de travail................................................................................................... 21
MATÉRIEL ET MÉTHODES................................................................................................22
6. CULTURE CELLULAIRE..........................................................................................22
7. DOSAGE DE BRADFORD........................................................................................23
8. IMMUNOBUVARDE DE TYPE WESTERN..........................................................23
8.1. Électrophorèse...............................................................................................................23
8.2. Transfert........................................................................................................................23
8.3. Blocage.......................................................................................................................... 24
8.4. Immunobuvadarge contre le LAP du TGF-P 1 ...........................................................24
9. SPECTROMÉTRIE DE MASSE................................................................................ 25
9.1. Définition et principe................................................................................................... 25
9.2. Utilisation de la spectrométrie de masse dans notre étude........................................25
9.3. Préparation du standard BSA et des échantillons de TGF-P.................................... 26
9.4. Digestion sur g e l.......................................................................................................... 26
9.5. Acquisition des spectres par le LC/MS/MS............................................................... 27
9.6. Recherche sur la banque de données...........................................................................28
10. ELISA.....................................................................................   28
11. TEST DU MÉTABOLISME CELLULAIRE............................................................29
12. TEST DE LA PROLIFÉRATION CELLULAIRE....................................................29
13. ZYMOGRAPHIE......................................................................................................... 30
13.1. Principe général.............................................................................................................30
V13.2. Zymographie sur gel de gélatine..................................................................................31
14. ANALYSES STATISTIQUES....................................................................................32
RÉSULTATS...........................................................................................................................33
15. DÉTERMINATION DU MODÈLE CELLULAIRE.................................................33
16. CARACTÉRISATION DU TGF-P PAR SPECTROMÉTRIE DE MASSE...........34
17. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR LA MATURATION DU TG F-pl 35
18. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR LE MÉTABOLISME CELLULAIRE .. 37
19. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR LA PROLIFÉRATION CELLULAIRE 39
20. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR L’ACTIVITÉ DE LA MMP-2................40
21. EFFET DE L’AVASIMIBE™ SUR LA SÉCRÉTION DU TGF-pl..................... 41
22. EFFET DE L’AVASIMIBE™ SUR LE MÉTATOBOLISME CELLULAIRE.. 43
23. EFFET DE L’AVASIMIBE™ SUR LA PROLIFÉRATION CELLULAIRE 44
DISCUSSION..........................................................................................................................45
24. DÉTERMINATION DU MODÈLE CELLULAIRE.................................................45
25. CARACTÉRISATION DU TGF-pl PAR SPECTROMÉTRIE DE MASSE.........46
26. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR LA MATURATION DU TGF-p 1..........47
27. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR LE MÉTABOLISME CELLULAIRE .. 47
28. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR LA PROLIFÉRATION CELLULAIRE 48
29. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR L’ACTIVITÉ DE LA MMP-2................ 50
30. EFFET DE L’AVASIMIBE™ SUR LA SÉCRÉTION DU TGF-pl..................... 50
31. EFFET DE L’AVASIMIBE™ SUR LE MÉTABOLISME CELLULAIRE 51
32. EFFET DE L’AVASIMIBE™ SUR LA PROLIFÉRATION CELLULAIRE 52
33. ANALYSES ALTERNATIVES..................................................................................52
CONCLUSION........................................................................................................................55
REMERCIEMENTS............................................................................................................... 57
LISTES DES PUBLICATIONS.............................................................................................58
ANNEXE 1 ..............................................................................................................................71
ANNEXE 2 ..............................................................................................................................72
LISTE DES TABLEAUX
Tableau 1. Classification des tumeurs gliales selon leur grade histologique déterminé par 
l’Organisation Mondiale de la Santé....................... 2
Tableau 2. Les données obtenues lors du test de métabolisme des cellules de la lignée de 
gliomes humains U-373 MG suite à une exposition de 240 minutes au WST-1 (9210 
cellules/puits) après des traitements de 24 h et 48 h à la chloroquine.................................72
Tableau 3. Les données obtenues lors du test de métabolisme cellulaire de gliomes
humains U-373 MG suite à une exposition de 240 minutes au WST-1 (9210
cellules/puits) après des traitements de 24 h et 48 h avec l’Avasimibe™..........................72
Tableau 4. Les données obtenues lors du test de métabolisme des cellules de la lignée de 
gliomes humains U-118 MG suite à une exposition de 240 minutes au WST-1 (9210 
cellules/puits) après des traitements de 24 h et 48 h à la chloroquine.................................73
LISTE DES FIGURES
Figure 1. Illustration schématique de la BHE.........................................................................4
Figure 2. Représentation schématique des précurseurs du TGF-P humain avec la position 
des sites de N-glycosylation (N-CHO)................................................................................. 11
 ; 12
Figure 3. Représentation schématique du processus de maturation, de stockage et 
d’activation du TGF-P............................................................................................................ 12
Figure 4. Représentation schématique de la voie de signalisation du TGF-P.................... 14
Figure 5. Biosynthèse de Tester de cholestérol.....................................................................17
Figure 6. Structure de F Avasimibe™................................................................................... 20
Figure 7. Détection par immunobuvardage de type Western des formes sécrétées de 
TGF-pl dans le surnageant des lignées de gliomes malins................................................. 33
Figure 8. Les données obtenues par chromatographie capillaire en phase liquide couplée 
à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS-MS).......................................................... 34
Figure 9. Diminution de la concentration du TGF-P 1 par la chloroquine.........................36
Figure 10. Test du métabolisme des cellules de la lignée de gliomes murins F98 suite à 
une exposition de 240 minutes au WST-1 (9210 cellules/puits) après des traitements de 
24 h et 48 h à la chloroquine................................................................................................... 38
Figure 11. Test de la prolifération des cellules de gliomes murins F98 suite à une 
exposition de 30 minutes au BrdU (2500 cellules/puits) après des traitements de 24 h et 
48 h à la chloroquine............................................................................................................... 40
Figure 12. Zymographie des MMP-2.................................................................................... 41
Figure 13. Diminution de la concentration du TGF-pi par TAvasimibe™...................... 42
Figure 14. Test du métabolisme cellulaire de gliomes murins F98 suite à une exposition 
de 240 minutes au WST-1 des cellules F98 (9210 cellules/puits) après des traitements de 
24 h et 48 h avec TAvasimibe™............................................................................................ 43
VIII
Figure 15. Test de la prolifération des cellules de gliomes murins F98 suite à une 
exposition de 30 minutes au BrdU (2500 cellules/puits) après des traitements de 24 h et 
48 h à TAvasimibe™.............................................................................................................. 44
LISTES DES SIGLES, ABRÉVIATIONS ET SYMBOLES
a.a. Acide aminé
ACAT Acyl-CoA-Acétyltransférase
ADN Acide désoxyribonucléique
ADP Adénosine diphosphate
ANOVA ANalysis OfVAriance
AP-1 Activator protein 1
ATCC American Type Culture Collection
ATP Adénosine Triphosphate
Avasimibe™ (2,4,6-tris(l-methylethyl)phenyl]acetyl}sulfamic acid, 2,6-bis(l-
methylethyl)
BSA Bovine sérum albumin
BHE Barrière hémato-encéphalique
BMPs Bone Morphogenic Proteins
BrdU 5-bromo-2 ’ -désoxyuridine
CBP CREB-binding protein
CDK Cyclin-Dependent Kinase
Chloroquine 9-aminoquinoline
DMEM Dulbecco ’s Modified Eagle Medium
DMSO Diméthylsulfoxyde
DO Densité optique
D-PBS Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
DTT Dithiothréitol
ECL Enhanced Chemiluminescence
EGF Epidermal Growth Factor
ELIS A Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EMEM Eagle ’s Minimum Essential Medium
ESI ElectroSpray Ionization
F ASTI Factor transcription
FBS Fetal Bovine Sérum
FGF Fibroblast Growth Factor
FITC fluorescein isothiocyanate
F98 Lignée cellulaire de gliomes murins
GBM Glioblastome multiforme
GLUT-1 Transporteur du glucose-1
h Heure
HMG-CoA 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-Coenzym A reductase
HPLC High Performance Liquid Chromatography
HSP90 Heat shock protein 90 (HSP90)
INC Incorporated
kDA Kilodalton
LAP Latency Associated Peptide
LC Chromatographie liquide
LTBP Latent TGFfl-Binding Protein
LTGF-p: Latent Transforming Growth Factor P
MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization
MAP Mitogen-Activated Protein
MEC matice extracellulaire
MGMT 0 6-methylguanine-DNA methyltransférase
mg Milligramme
MH Mad Homology
MTIC 3-methyltriazen-1 -yl-imidazole-4-carboxamide
ml Millilitre
mM Millimolaire
MMPs Matrix Metalloproteinases
MS Spectrométrie de masse
MS/MS Spectrométrie de masse tandem
m/z Ratio masse/charge
OMS Organisation Mondiale de la Santé
PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis
PBS Phosphate-Buffered Saline
PDIA6 Protein disulfide-isomerase A6
PEP Phosphoénolpyruvate
PGK1 Phosphoglycerate kinase 1
P-gP P-glycoprotéine
POD Peroxydase
pro-MMPs Précurseur des matrix metalloproteinases
Pro-TGF-P Précurseur du facteur de croissance tumoral de type p
PVDF Polyfluorure de vinylidène
PXR Pregnane X  Receptor
rhMMP Recombinant human matrix métalloproteinase
R-Smads receptor-regulated Smads
RI Ribonuclease inhibitor
RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction
SARA Smad-Anchor fo r  Receptor Activation
SDS Sodium dodecyl sulfate
SIP1 Smad interacting protein 1
SMIF Smad4 intereacting protein
SNC Système nerveux central
SOAT Stérols O-acyltransférase
TBS Tris buffered saline
TpR Transforming Growth Factor Beta Receptor
TEMODAL® Temozolomide
TGF-p Transforming Growth Factor Beta
TGN Trans Golgi Network
TGIF Transforming Growth Factor Beta Induced Factor
Tris T ris(hydroxyméthyl)-aminométhane
TOF Temps de vol (Time o f flight)
U-87 MG Lignée cellulaire de gliomes humains
U-l 18 MG Lignée cellulaire de gliomes humains
U-373 MG Lignée cellulaire de gliomes humains
HL Microlitre
|iM Micromolaire
v Volume
VEGF Vascular Endothélial Growth Factor
WST-1 Water Soluble Tétrazolium Salt-1
INTRODUCTION
1. LES TUMEURS CÉRÉBRALES
1.1. Épidémiologie
Une tumeur cérébrale est un cancer qui prend naissance à partir du parenchyme
cérébral (tumeur primaire). Elle peut aussi provenir des métastases d’une tumeur située 
ailleurs dans l’organisme (tumeur secondaire) (Demeule et al., 2004). Statistiques Canada 
estimait qu’en 2011, il y aurait eu 2700 nouveaux cas de tumeurs cérébrales et que 1800 
patients seraient décédés de cette maladie (SOCIÉTÉ CANADIENNE DU CANCER ET 
INSTITUT NATIONAL DU CANCER DU CANADA, 2011). Les tumeurs qui se 
développent à partir des cellules gliales (gliomes) du système nerveux central (SNC) 
représentent plus de 50 % de toutes les tumeurs intracrâniennes de l’adulte (Djedid et al., 
2010). En Amérique du Nord, le glioblastome multiforme (GBM) représente la forme la 
plus fréquente des gliomes avec une incidence de 3,3 nouveaux cas pour de 100 000 
habitants (AMERICAN BRAIN TUMOR ASSOCIATION, 2011 ; Baldi et a l,  2010).
1.2. Pathogenèse
Les gliomes sont classés par l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en 4 
grades histologiques selon leur degré de malignité (Tableau 1). En clinique, cette 
classification en grade permet de poser un diagnostic et de planifier le traitement le plus 
adéquat chez les patients. Le grade 0 représente les tissus sains. Le grade 1 est une forme 
juvénile et bénigne. Il est curable par chirurgie. Les tumeurs gliales de grade 2 sont des 
lésions pré-malignes à faible activité mitotique. Le grade 3 est représenté par des formes 
anaplasiques. Elles correspondent aux lésions malignes. L’activité mitotique et la densité 
cellulaire sont plus élevées par rapport aux grades inférieurs. Les tumeurs de grade 2 et 3 
ont tendance à évoluer en grade 4 qui est le stade le plus malin. Il est associé au 
glioblastome multiforme (GBM) qui est caractérisé par des mitoses excessives, une 
prolifération très anarchique, la présence d’une forte densité cellulaire et l’apparition des 
zones de nécroses (Wechsler-Reya et Scott, 2001; Bababeygy et al., 2009).
2Grade Aalroeytomes o * . * * * * . . ONge-aatrocytomaa
1 Astrocytomepüocytlque, - -
II
Astrocytome 
fibrillafre de 
bas grade
OHgodendrogHome Oflgo-astrocytome
ill Astrocytomeanaplasique
OHgodendroglome
anaplasique
OBgo-
astrocytome
anaplasique
IV Glioblastomemultiforme - -
Tableau 1. Classification des tumeurs gliales selon leur grade histologique déterminé par 
l’Organisation Mondiale de la Santé. Produit par Marie Blanchette, 2009. Laboratoire du 
Pr. Fortin, Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé, Université de Sherbrooke.
Le GBM a le plus mauvais pronostic. Le taux de survie médiane des patients est 
de 9 à 14 mois lorsqu’une radiothérapie et une chimiothérapie adjuvantes à la chirurgie 
sont prescrites (SOCIÉTÉ CANADIENNE DU CANCER ET INSTITUT NATIONAL 
DU CANCER DU CANADA, 2011; Djedid et al., 2010; Lefranc et al., 2006). 
L’évolution du GBM est souvent rapide (en 2-3 mois). Les signes neurologiques ne sont 
pas spécifiques, ils se traduisent par une hypertension intracrânienne (céphalées et 
vomissements) qui s’associe souvent à des changements de comportements ou à de 
déficits neurologiques (Louis et al., 2007).
2. TRAITEMENTS
2.1. Traitement standard
Le traitement standard recommandé consiste à une résection chirurgicale suivie 
d’une radiothérapie associée à une chimiothérapie avec le Temozolomide (Temodal®) 
(Stupp et al., 2005). Le Temozolomide est un agent alkylant. Lorsqu’il est administréper 
os, le Temozolomide est rapidement converti en 3-methyltriazen-l-yl-imidazole-4- 
carboxamide (MTIC) par l’hydrolyse spontanée à pH physiologique. Le MTIC provoque 
une alkalynation et une méthylation des bases guanines de l’ADN en position O6 et N7, ce 
qui gère une activité cytotoxique qui entraine la mort des cellules tumorales. Une étude
3canado-européenne a démontré que le Temozolomide peut prolonger la survie médiane 
des patients à 14,6 mois (Nieder et al., 2009) lorsqu’ajouté à la radiothérapie.
2.2. Limitations thérapeutiques
Depuis plus de 40 ans, les traitements contre le GBM ont montré une faible 
efficacité parce qu’ils n’ont pas produit une amélioration significative de la survie des 
patients. Jusqu’à aujourd’hui, ce gliome de haut grade reste toujours incurable. L’échec 
des approches thérapeutiques actuelles s’expliquent par les facteurs suivants: la nature 
infiltrante du GBM, la présence d’une barrière hémato-encéphalique (BHE), la résistance 
des cellules gliales malignes à la radiothérapie et aux agents de chimiothérapie (Stupp et 
al., 2005).
2.2.1. Nature infiltrante du GBM
Le GBM est souvent diagnostiqué à un stade avancé quand la taille de la tumeur 
et la dissimilation des cellules gliales malignes deviennent excessives (Behin et al.,
2003). Une excision totale de la tumeur ne peut être effectuée afin de préserver les 
structures du cerveau et pour éviter la perte des fonctions cognitives (Kemper et al.,
2004). La résection chirurgicale est limitée par la nature très infiltrante des cellules 
gliales tumorales dans le parenchyme cérébral (Vescovi et al., 2006). Elles utilisent les 
fibres de la matière blanche et le corps calleux pour se propager dans les hémisphères du 
cerveau (Claes et a l, 2007). Ces cellules malignes infiltrantes situées en périphérie de la 
zone réséquée donneront lieu à une récidive tumorale à cause de leur caractère invasif 
(Rich et Bigner, 2004; Hsieh et al., 2012).
2.2.2. Barrière hémato-encéphalique (BHE)
Le cerveau possède une structure particulière appelée la barrière hémato­
encéphalique (BHE). Elle limite le passage des molécules thérapeutiques vers le cerveau. 
Son rôle principal est de protéger le cerveau des bactéries, des virus, des toxines et des 
déchets métaboliques qui se retrouvent dans la circulation sanguine. Pour assurer 
l’approvisionnement du SNC en nutriments essentiels, la BHE régule finement les 
échanges entre le SNC et la circulation sanguine (Cecchelli et al., 2007). En effet, les 
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins du cerveau forment des jonctions serrées et
4effectuent un contrôle strict sur le transport des molécules vers le cerveau afin de réguler 
le microenvironnement cérébral. Ces jonctions serrées constituent un obstacle qui 
empêche l’ensemble des composés circulant dans le sang de se rendre au cerveau 
(Figure 1) (Chamberlain, 1998). Les molécules lipophiles ayant un poids moléculaire 
inférieur à 400-500 Da ont la capacité de traverser la BHE par diffusion passive afin 
d ’atteindre le cerveau (Kemper et al., 2004; Deeken et Loscher, 2007; Pardridge, 2007). 
La diffusion passive à travers la BHE est un phénomène marginal parce que les jonctions 
serrées rendent la BHE imperméable. Le cerveau ne produit pas les molécules nécessaires 
à son fonctionnement et il a besoin des nutriments. La BHE possède quelques 
transporteurs qui permettent un apport nutritionnel au milieu cérébral. Ainsi, l’oxygène, 
le dioxyde de carbone, les molécules polaires et le glucose utilisent des transporteurs 
spécifiques pour traverser la BHE (Abbot et al., 2006). Le transporteur du glucose-1 
(GLUT-1) est essentiel parce que le glucose est la source énergétique principale du 
cerveau (Bell et al. 1990).
Cellule gliale
E space
extracellulaire
Figure 1. Illustration schématique de la BHE. L’absence de fenestration et la présence de 
jonctions serrées entre les cellules endothéliales sont les caractéristiques principales lui 
conférant son imperméabilité. La présence de pompes à efflux est aussi un facteur 
limitant l’acheminement des molécules thérapeutiques au sein du SNC. Produit par Marie 
Blanchette, 2009. Laboratoire du Pr. Fortin, Faculté de Médécine et des Sciences de la 
Santé, Université de Sherbrooke.
52.2.3. Résistance à la radiothérapie et aux agents de chimiothérapie
Le GBM a une haute résistance à la radiothérapie et aux agents de chimiothérapie, 
ce qui réduit l’efficacité du traitement (Rich et Bigner, 2004; Nakada et al., 2007; Claes 
et al., 2007). La radiothérapie est limitée par la neurotoxicité provoquée par les dérivées 
radio-actives utilisées lors du traitement du GBM (Shaw et Robbins, 2006; Wen et 
Kesari, 2008). Les cellules du GBM, comme la BHE, possèdent des pompes à efïlux, tels 
que la P-glycoprotéine (P-gp) (Figure 1). Ce sont des pompes membranaires ATP 
dépendant qui expulsent la majorité des molécules hydrophobes ou des agents 
antitumoraux à l’extérieur des cellules, ce qui affecte grandement l’efficacité de la 
chimiothérapie (Cordon-Cardo et al., 1989). Les cellules cancéreuses du cerveau 
expriment des enzymes de réparation de l’ADN dont la 0 6-methylguanine-DNA 
methyltransférase (MGMT) qui participent aussi à la chimiorésistance (Bredel et al., 
2001; Kishida et a l, 2012). Il y a aussi de nombreux autres mécanismes de résistance.
3. TRANSFORMING GROWTH FACTOR BETA (TGF-P)
Le GBM fait partie des gliomes malins les plus invasifs qui surexpriment 
plusieurs facteurs de croissance comme par exemple le Transforming Growth Factor 
Beta (TGF-P), le Vascular Endothélial Growth Factor (VEGF) et YEpidermal Growth 
Factor (EGF). Parmi ces facteurs, le TGF-p joue un rôle majeur dans des voies de 
signalisation associées à la prolifération du GBM (Blobe et a l, 2000).
Le TGF-P a été découvert vers la fin des années 1970. Ce facteur de croissance est actif 
sur tous les types cellulaires. Cette cytokine joue un rôle primordial dans la détermination 
du devenir cellulaire au cours de l’embryogenèse ét contrôle un large spectre de réponses 
biologiques. Le TGF-P contrôle la prolifération, la différenciation, la motilité, l’invasion, 
l’adhésion ou la mort cellulaire. Ces fonctions participent au contrôle du développement 
et de l’homéostasie des tissus dans des situations normales et dans plusieurs pathologies, 
telles que le cancer, la fibrose tissulaire ou encore des maladies auto-immunes (De Larco 
et Torado, 1978; Roberts et al., 1998). Le TGF-P est surexprimé par les cellules gliales 
malignes et il est très impliqué dans le développement des GBMs (Blobe et a l, 2000). La 
superfamille du TGF-P dénombre une trentaine de facteurs (familles) parmi lesquels des 
TGF-Ps, des activines, des Bone Morphogenic Proteins (BMPs), des oestéogénines, etc
6(Feige et al., 1998). Il existe 5 gènes distincts (TGF-P 1 à TGF-p5) dans la famille du 
TGF-p. Seulement 3 des 5 gènes (TGF-P 1, TGF-P2, et TGF-P3) sont exprimés chez les 
humains. Ces isoformes sont au niveau structural très similaires. Ils partagent une 
analogie de structure supérieure à 70 %. L’homologie de ces protéines réside dans la 
partie C-terminale du précurseur qui contient 9 résidus cystéines conservés (Massagué et 
al., 1987; Feige et al., 1998).
3.1. Caractéristique du TGF-pl
Le TGF-P 1 est l’isomère du TGF-P le plus abondant dans l’organisme et le plus 
étudié aussi. Cette protéine est exprimée en homodimère de deux sous-unités de 12,5 kDa 
liées par un pont disulfure. Dans les cellules gliales normales, le TGF-pi inhibe la 
prolifération et déclenche le mécanisme d’apoptose (Okragly et al., 1994). Le TGF-pi 
arrête la progression du cycle cellulaire en activant les inhibiteurs du cycle cellulaire (p53 
et p21). Ce qui aura pour effet d’inhiber la prolifération cellulaire. Le gène p53 (du 
chromosome 17p) est un gène suppresseur de tumeur. Il exerce des effets anti-cancéreux 
en contrôlant le cycle cellulaire, en induisant les réparations à l’ADN quand celui est 
endommagé. Lorsque les dommages à l ’ADN sont irréparables, p53 se lie à l ’ADN sous 
l’effet du TGF-pl, ce qui provoque l’expression de certains gènes comme celui de p21. Il 
y aura la production de la protéine p53 qui arrête le cycle cellulaire et déclenche 
l’apoptose. Les mutations du gène p53 sont souvent impliquées dans la pathogenèse du 
GBM. La protéine p53 ne peut plus se lier à l’ADN de façon efficace, ce qui a pour 
conséquence de déclencher une prolifération du GBM puisque p21 ne peut plus exercer 
sa fonction d’arrêter le cycle cellulaire. Dans les cas pathologiques, les cellules 
cancéreuses se mettent à proliférer d’une manière anarchique. Cette prolifération 
cellulaire désordonnée est induite par l’effet du TGF-P dans le cas des tumeurs 
cérébrales. Ceci s’explique par la surexpression des récepteurs du TGF-P à la surface des 
cellules, par la réduction de l’expression ou l’inactivation des suppresseurs de tumeurs 
(p53, p21) qui régulent la signalisation du TGF-P (Dunn et al., 2000).
Le TGF-pi joue aussi un rôle essentiel dans l’activation des voies de 
l’angiogenèse et de l’invasion dans les tumeurs primaires malignes (Okragly et al., 1994).
7Le TGF-pl joue un rôle crucial dans la formation de nouveaux vaisseaux sanguins 
(néoangiogenèse). L’angiogenèse est contrôlée par une balance d'inducteurs et 
d'inhibiteurs produits par des cellules normales ou tumorales (Yance et Sagar, 2006). 
Dans les cellules saines, il existe un équilibre entre les facteurs anti-angiogéniques et les 
facteurs pro-angiogéniques. Parmi ces facteurs, il y a le facteur de croissance des 
fibroblastes (fibroblast growth factor, FGF), le facteur de croissance de l'endothélium 
vasculaire (vascular endothélial growth factor, VEGF) et les métalloprotéases de la 
matrice (matrix metalloproteinases, MMPs). Ces molécules sont primordiales pour la 
régulation du processus d’angiogenèse (Papetti et Herman, 2002; Yance et Sagar, 2006). 
Elles sont respectivement sous-exprimées, surexprimées ou dérégulées dans les processus 
tumoraux ce qui permet d'induire une angiogenèse excessive (Yance et Sagar, 2006) Les 
gliomes malins, dont le GBM, font partie des cancers les plus vascularisés et la 
prolifération vasculaire sert d’indice de malignité (Rich et al., 2003). Ces cellules ont 
besoin d’un apport en oxygène. Ce sont les nouveaux vaisseaux sanguins qui permettent 
d’apporter l’oxygène et les nutriments- aux cellules à travers le flux sanguin afin de 
permettre croissance. Dans ces cellules cancéreuses, l’augmentation de la production du 
TGF-P induit la néoangiogenèse. Le TGF-P potentialise l’effet du VEGF et du FGF, il 
active la synthèse de PDGF-A et de PDGF-B dans les cellules endothéliales. Le TGF-P 
contrôle l’activité et l ’expression des protéines impliquées dans le processus de 
l’angiogenèse tumorale (Dunn et a i, 2000). La dégradation de la matrice membrane 
basale et de la matrice extracellulaire sont nécessaires lors de l’angiogenèse et se fait 
surtout par les MMPs (Sawaya et al., 1998). Elles appartiennent à la famille des 
endopeptidases Ca2+-dépendantes. Leur activité est optimale à pH neutre. La structure des 
MMPs affecte l’activité enzymatique (Nagase et Woessner, 1999; Stamenkovic et al., 
2003). Les MMPs possèdent à l’extrémité N-terminale un peptide signal (20 a.a.) et un 
pro-domaine (80 a.a.) constitué d’une séquence de résidus conservés (PRCGVPD). Le 
rôle de cette séquence est de bloquer le domaine catalytique afin de maintenir la forme 
latente (pro-MMP) (Nagase et Woessner, 1999). Le domaine catalytique (160-170 a.a.) 
contient un site actif de l ’enzyme, un site de fixation du zinc et une séquence 
HExGHxxGxxHs qui permet la stabilité du zinc. L’ion zinc a un rôle essentiel dans 
l’activation des MMPs. Dans les pro-MMPs, le zinc du domaine catalytique forme une
8liaison avec la cystéine du pro-domaine (Fanjul-Feraandez et a l,  2010). L ’activation des 
pro-MMPs est basée sur la propriété que possèdent certaines substances de briser la 
liaison cystéine-zinc, soit directement, soit en modifiant la conformation du pro-domaine. 
La rupture de cette liaison active les MMPs. Lors du clivage de la liaison cystéine-zinc, il 
se produit une libération du zinc. Une molécule d’eau se lie au zinc et remplace la 
cystéine. C’est à ce moment que les pro-MMPs deviennent actives (Springman et a l, 
1990; Wart et Birkedal-Hansen, 1990). Cette activation peut être faite in vivo par l’action 
de protéases (plasmine) ou in vitro par des radicaux libres, des détergents (SDS et l’urée), 
de la chaleur ou un pH acide (Nagase et a l, 1997; Liotta et Stetler-Stevenson., 1989; 
Stemlicht et Werb, 2001). Toutes les MMPs, (à l’exception de MMP-7, -23 et-26), 
possèdent une région riche en proline qui relie le domaine C-terminal (200 a.a.) au 
domaine catalytique (Egeblad et Werb, 2002; Fanjul-Femandez et a l, 2010). Le domaine 
C-terminal est aussi appelé le domaine hémopexine. Il correspond au site d’intéraction 
des MMPs avec leurs substrats spécifiques (Fanjul-Femandez et a l, 2010).
Les MMPs sont classées 4 catégories en fonction de leurs affinités pour les 
substrats. Les collagénases interstitielles (MMP-1, MMP-8 et MMP-13) clivent les 
fibrilles de collagène. Au niveau des membranes basales, les collagénases de type IV 
(MMP-2 et MMP-9) dégradent le collagène, la gélatine et l'élastine. Les stromélysines 
(MMP-3, MMP-10 et MMP-11) clivent les protéoglycanes, la fibronectine, la laminine, 
la gélatine et les protéines globulaires. Les MMPs membranaires (MMP-14, MMP-15, 
MMP-16 et MMP-17) qui sont ancrées à la surface cellulaire par un domaine 
transmembranaire situé dans la partie C-terminale (Mignatti et Rifkin, 1996). Les MMPs 
sont nécessaires lors de la migration et l’invasion dans les tumeurs malignes en général et 
du GBM en particulier (Yamada et al., 1994; Rooprai et McCormick, 1997). L'invasion 
par les cellules tumorales dont le GBM nécessite une dégradation de la membrane basale 
(composée notamment de collagène de type IV) et de la matrice extracellulaire (Chintala 
et a l, 1999). Dans les gliomes malins, cette dégradation se fait principalement à l'aide 
des collagénases MMP-2 et MMP-9 ainsi que par l’héparinase. Dans les tumeurs gliales 
de grade 4, le TGF-pi augmente l’expression des enzymes collagénase et l’héparinase 
qui dégradent la matrice extracellulaire, ce qui provoque l’invasion des cellules du GBM.
9Le TGF-P 1 permet l’invasion des gliomes dans les tissus avoisinants (Platten et al., 
2001). Par contre, dans les cellules saines, il se produit un effet inverse. Le TGF-P 1 
stimule la production de la matrice en augmentent l’expression des protéines de la 
matrice (collagène et fïbronectine) et en diminuant les enzymes de dégradation de la 
matrice extracellulaire. Le TGF-p 1 joue également un rôle important dans le maintien des 
fonctions immunitaires. Quand les allèles codants pour le TGF-pi sont inactivés chez des 
souris, ces dernières meurent d’une nécrose tissulaire et d’une réponse inflammatoire 
généralisée. Le TGF-pi a non seulement une action anti-proliférative sur les lymphocytes 
T et les thymocytes, mais il contrôle également leur activation et leur différentiation 
(Chen et Wahl, 2002).
3.2. Caractéristique du TGF-P2
Le TGF-P2 est une cytokine sécrétée qui effectue de nombreuses fonctions 
cellulaires. Il s’agit d’une protéine extracellulaire glycosylée qui contrôle plusieurs 
fonctions. Le TGF-P2 affecte le développement des membres, des yeux, des oreilles, du 
coeur, des poumons et du système uro-génital (Dunker et al., 2000). Le TGF-P2 a été 
initialement caractérisé comme étant le Glioblastoma-derived T cell suppressor factor 
(facteur suppresseur des cellules T dérivés du GBM) (Merzak et al., 1994). Les cellules 
tumorales expriment des antigènes spécifiques qui peuvent être reconnu par le système 
immunitaire. Normalement, ces antigènes activeraient des macrophages, des cellules 
dendritiques et des lymphocytes T, ce qui provoquerait une destruction des cellules 
cancéreuses. Cependant, les cellules malignes du GBM ont développé des mécanismes 
pour échapper à l’action du système immunitaire. Dans le cas du GBM, les cellules 
malignes sécrètent le TGF-P2 qui est un puissant immunosuppresseur du système 
immunitaire. Le TGF-|32 provoque la suppression des lymphocytes T, il inhibe la 
maturation des macrophages. Le TGF-|32 inhibe aussi la synthèse des cytokines pro- 
inflammatoires. Le TGF-P2 agit aussi comme un inhibiteur fonctionnel de l’interleukine
2. Par ses actions immunosuppresives le TGF-P2 favorise une croissance du GBM. La 
production de TGF-P2 contribue aussi à l’augmentation de l’angiogenèse, à la stimulation 
de la croissance autocrine des cellules tumorales et à l’augmentation de la capacité de 
migration des cellules du GBM (Merzak et al., 1994; Nakano et al., 1995; Jachimczak et
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a l,  1996). Le TGF-P2 représente donc un facteur qui participe à la progression des 
cellules tumorale dans le cerveau. Le TGF-P 1/2 est surexprimé dans le GBM. 
L’expression de TGF-pi/2 augmente avec le grade des gliomes malins (Kjellman et a i, 
2000). Chez l’humain, les cellules de GBM produisent une quantité significative de TGF- 
pi/2 biologiquement actives à la fois in vitro et in vivo (Bodmer et al., 1989; Malipiero et 
al., 1990; Roszman et al., 1991). Le plasma des patients atteints de GBM ont des 
concentrations de TGF-pi/2 latent significativement élevées (5,7 ± 4,2ng/ml et 38,9 ± 
11,4 ng/ml) par rapport aux contrôles sains dont le plasma ne contient pas de TGF-p. Le 
taux plasmatique de TGF-P 1/2 actif est supérieur (0,60 ± 2,3 ng/ml et 0,17 ±0,16 ng/ml) 
dans les patients atteints de GBM (Schneider et al., 2006). Ce résulte semble indiquer que 
le TGF-P 1/2 actif peut être une cible pharmacologique dans de nouveaux traitement anti- 
GBM. Dans ce cas, l’utilisation des inhibiteurs spécifiques de la voie du TGF-P 
constituerait une stratégie contre le GBM.
3.3. Caractéristique du TGF-P3
Le TGF-p3 est impliqué dans la différenciation cellulaire, dans l’embryogenèse 
ainsi que dans le développement des poumons et du palais chez les mammifères 
(Kaartinen et al., 1995). En effet, le TGF-p3 est censé réguler les molécules impliquées 
dans l’adhésion cellulaire et de la formation de la matrice extracellulaire (Herpin et a l, 
1999; Taja et al., 1999; Dudas et a l, 2004). Le TGF-p3 est l’isoforme le moins connu.
3.4. Biosynthèse du TGF-p
Le TGF-P est synthétisé.sous forme d’un précurseur immature qui est constitué de 
3 domaines. Le pré-domaine contient un peptide signal à l’extrémité N-terminale. Le pro­
domaine est composé d’un Latency-Associated Peptide (LAP). L’extrémité C-terminale 
contient le peptide qui deviendra le TGF-P mature (Figure 2).
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Figure 2. Représentation schématique des précurseurs du TGF-P humain avec la position 
des sites de N-glycosylation (N-CHO). Tiré et modifié de Ten et a i , 1990.
3.5. Maturation du TGF-p
Après le clivage du peptide signal, le précurseur (pro-TGF-P) subira un processus 
de maturation qui nécessite des conditions acides. La maturation du TGF-P se produit en 
conditions acides au niveau du Trans Golgi Network (TGN)/endosome lorsque le pro- 
TGF-P est clivé par la furine (Feige et a i, 1996). Le TGF-P mature forme un dimère 
constitué de 2 molécules identiques qui sont liées par des ponts disulfures. Le TGF-P 
mature reste associé au LAP de façon non covalente et forme ainsi un petit complexe 
latent (complexe TGF-p mature-LAP). Le LAP est responsable de la latence du TGF-p 
mature, c’est-à-dire que le TGF-P mature est sous une forme inactive (Figure 3).
3.6. Stockage du TGF-p
Le processus de stockage se déroule dans l’espace extracellulaire (MEC). Le 
LAP du petit complexe latent se lie par des ponts disulfures à une protéine Latent TGFfi- 
Binding Protein (LTBP) et forme un grand complexe latent (Miyazono et a i, 1992). Le 
LTBP permet l’ancrage de LAP et du TGF-P mature à la matrice extracellulaire (MEC), 
ce qui permet leur stockage dans les composantes de la matrice (Figure 3).
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3.7. Activation du TGF-p
Après son stockage dans la MEC, le TGF-p mature est encore inactif parce qu’il 
est lié au LAP. Pour acquérir son activité biologique, le TGF-P mature doit être activé, ce 
qui signifie que le TGF-P doit être dissocié du LAP (Figure 3). L’activation du TGF-P 
mature se fait in vitro par l’acide et la chaleur. In vitro, différentes protéases (MMP-2, 
MMP-9, plasmine, thrombospondine-1, intégrine avpô) dégradent la MEC. Ce processus 
mène à la libération de la forme bioactive du TGF-P mature qui ira interagir avec des 
récepteurs (Barcellos-Hoff et al., 1996; Feige et al., 1996).
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Figure 3. Représentation schématique du processus de maturation, de stockage et 
d’activation du TGF-p. Le précurseur du TGF-pi (la protéine Pro-TGF-P; 50-60 kDa) est 
clivé par la furine en homodimère (12,5 kDa) qui se dimérise pour former le TGF-P 1 actif 
(25 kDa). Adapté de Feige et a l, 1996 et de la figure du Pr. André Cantin, 2007. Faculté 
de Médecine et des Sciences de la Santé, Université de Sherbrooke.
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3.8. Récepteur du TGF-P
Le TGF-P possède 3 différents types récepteurs (TpR-I, TPR-II et TpR-III). Ces 
derniers sont des récepteurs spécifiques de la famille des sérine/thréonine kinase.Ce sont 
des récepteurs transmembranaires constitués de glycoprotéines. La classification de ces 
récepteurs se fait sur la base de la structure de leurs domaines de liaison à l'hormone 
(Attisano et al., 1998). Le TpR-I et le TpR-II ont un poids moléculaire respectif de 
55 kDa et 70 kDa. Ils sont constitués de 3 domaines (un domaine extracellulaire, un 
domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire). Le domaine extracellulaire est 
N-glycosylé et riche en cystéine. Il possède un site de liaison du TGF-p. Cette partie 
extracellulaire est relativement courte: elle ne contient que 150 acides aminées. Le 
domaine intracellulaire de TpR-I et de TpR-II possède une activité sérine/thréonine 
kinase qui est responsable de la transduction du signal. Le domaine intracellulaire du 
TpR-I est aussi constitué d’une région riche en glycine et sérine (GS) impliqué dans le 
contrôle de l’activité kinase (Massague et al., 2000) Le TpR-III est constitué d’endogline 
ou de betaglycan. Le TpR-III est un corécepteur du TpR-I. L’endogline et le bêtaglycane 
ont un poids moléculaire respectif de 180 KDa et 300 kDa. Ce sont des glycoprotéines 
qui forment une liaison avec TpR-I (Andres et al., 1989; Andres et al., 1992).
3.9. Signalisation du TGF-p
Le TGF-P bioactif se lie soit sur le récepteur TpR-II ou sur le co-récepteur TPR-
III. L’endogline ou le bêtaglycane du corécepteur permet la fixation du TGF-P au TpRII 
avec une meilleure affinité. Le TpR-II recrute et phosphoryle le domaine GS du récepteur 
TpR-I (Massague et a i, 1998). Après la transduction du signal du cytoplasme vers le 
noyau se fait par la phosphorylation des protéines de la famille des Smads (Massague et 
a i, 2000). Le TpR-I phosphoryle les Smads 2 et 3. Ensuite, les receptor-regulatedSmads 
(R-Smads) s’associent avec Smad 4 pour former un complexe qui transloque dans le 
noyau où il agit comme facteur de transcription (Moustakas et al., 2001). Le complexe 
protéique R-Smad/Smad 4 active des cibles spécifiques par deux mécanismes distincts. 
Soit par des interactions avec des protéines de liaison à l’ADN comme FAST1, Fos/Jun, 
ou soit par des interactions directes avec l’ADN sur des promoteurs tels les promoteurs 
des gènes p l5 et p21 (Goviden et coll., 2003; Massague et al., 2000).
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Figure 4. Représentation schématique de la voie de signalisation du TGF-p. Tiré et 
modifié de Pinzani e? al., 2001.
3.10. La famille des Smads
Les Smads sont des protéines cytoplasmiques. Elles sont reparties dans 3 groupes 
selon leurs fonctions: Les Smads régulés par le récepteur ou R-Smad (Smad 1, 2, 3, 5 et 
8), les Smads communs ou Co-Smads (Smad 4 et 4P) et les Smads inhibiteurs ou I-Smad 
(Smad 6 et 7). Les protéines Smads sont composées d ’une région riche en résidus proline 
(linker) qui relie deux domaines d’homologie à Mad (MH). Ces domaines sont fortement 
conservés au cours de l’évolution. Le premier domaine (MH1) se situe dans la région N- 
terminal et le deuxième domaine (MH2) se retrouve dans la partie C-terminal de la 
protéine. Le récepteur TpRl activé intéragit avec une protéine adaptatrice Smad-Anchor 
fo r Receptor Activation (SARA). Elle permet d ’ancrer les R-Smads dans la membrane
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plasmique par des microtubules. De plus, SARA présente les Smads 2 et 3 au récepteur 
TpRI qui les recrute en interagissant avec leur domaine MH2 (Moustakas et al., 2001).
4. LA CHLOROQUINE ET L’AVASIMIBE™ : INHIBITEURS POTENTIELS 
DE LA VOIE DE SIGNALISATION DU TGF-p
Chaque étape de la biosynthèse jusqu’à la signalisation du TGF-p constitue des 
cibles thérapeutiques. Certains médicaments comme la chloroquine et l’Avasimibe™ 
peuvent être des candidats intéressants pour inhiber la voie du TGF-P dans les gliomes
4.1. Chloroquine
La chloroquine (ou 9-aminoquinoline) est connue depuis 1934. Elle est le premier 
médicament utilisée avec succès contre le paludisme. Cette molécule permet aussi de 
traiter des affections rhumatologiques. La chloroquine est un antipaludique de la famille 
des amino-4-quinoléines. Les membres de cette famille sont caractérisés par un noyau 
quinoléine. Ce noyau est une base faible qui peut être alkylé (Wiesner et al., 2003). La 
chloroquine est donc un agent alkylant (Rutman et al., 1961). En fait, un agent alkylant 
est un composé qui ajoute des groupements alkyles à des nucléophiles pour former de 
solides liaisons covalentes. L’ADN possède plusieurs groupes aux propriétés 
nucléophiles, dont en particulier, l’azote en position 7 de la guanine. La chloroquine 
provoque l’alkylation de la guanine de l’ADN, ce qui revient à rattacher les deux brins de 
l’ADN. Dans ces conditions, les deux brins d ’ADN ne peuvent pas se dérouler. Il en 
résulte une inhibition de la réplication ou le blocage de la transcription de l’ADN du 
parasite Plasmodium qui est responsable du paludisme. La chloroquine agit aussi sur la 
forme érythrocytaire asexuée de tous les Plasmodium (schizonticide) (Graham, 2003).
4.1.1. Pharmacocinétique de la chloroquine
L’administration de la chloroquine se fait sous forme orale, intramusculaire ou 
rectale. Quand elle est administrée oralement, elle est rapidement absorbée dans le tube 
digestif. Des taux plasmatiques maximaux sont obtenus entre 1 h à 2 h après 
l’administration orale (Frisk et Gunnert, 1993; Tulpule, 1982). Elle se fixe surtout sur des 
protéines plasmatiques. Chez un patient atteint de malaria, la concentration plasmatique 
de chloroquine varie (20-240 pg/L) avec un traitement standard comprenant 600 mg de
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chloroquine, suivie de 3 doses de 300 mg après 6 h, 24 h et 48 h (pour une dose totale de 
25 mg/kg). Cette molécule thérapeutique liposoluble pénètre dans la BHE pour atteindre 
des concentrations cérébrales élevées. La chloroquine a un grand volume de distribution 
(>100 L/kg) dans les tissus, ce qui fait que ses concentrations dans le cerveau peuvent 
être 10-30 fois plus élevées que dans le plasma (Telgt et al., 2005). La longue demi-vie 
plasmatique de la chloroquine (1-2 mois) lui permet de s’accumuler dans le cerveau 
pendant une longue période (Hastings et al., 2002; Krishna et al., 1996). Donc, la 
capacité de la chloroquine de franchir la BHE peut constituer une action thérapeutique à 
long terme.
L’élimination de la chloroquine se fait par une lente excrétion rénale (Bray et al., 
1998; Slater, 1993). Les effets secondaires les plus fréquemment causés par la 
chloroquine sont des douleurs à l’estomac, des démangeaisons, des troubles de vision, de 
la diarrhée, des maux de tête, des nausées ou vomissements et une perte de l’appétit 
(SANTÉ CANADA, 2011).
La chloroquine, est aussi un agent alcalinisant lysosomotropique, c'est-à-dire 
qu’elle est capable de traverser la membrane cellulaire et de s’accumuler dans le milieu 
acide du TGN/endosome pour y augmenter le pH. Un traitement de 24 h des cellules de 
la lignée de gliomes humains (TG98G) avec la chloroquine diminue d’une manière dose- 
dépendante la maturation et la sécrétion du TGF-p 1 de (8 fois) par rapport aux cellules 
non traitées (Basque et al., 2008). Donc, les modifications du pH par la chloroquine 
peuvent servir de stratégie pour inactiver la furine afin d’inhiber la maturation du TGF- 
pl. De plus, la combinaison de la chloroquine à un traitement du GBM améliorerait la 
survie des patients (Briceno et al., 2003; Sotelo et al., 2006; Briceno et al., 2007), ce qui 
semble indiquer que la chloroquine pourrait être utilisée dans les traitements des gliomes 
malins. Des investigations plus approfondies doivent être menées afin de savoir les effets 
de la chloroquine sur les gliomes malins.
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4.2. Acyl-CoA-Acétyltransférase (ACAT)
Dans un autre ordre d’idée, l’Acyl-CoA-Acétyltransférase (ACAT) a été ciblée 
dans mon projet de recherche. Le cholestérol est le principal constituant des membranes 
cellulaires. Dans les cellules, une partie du cholestérol est présente sous forme d’esters de 
cholestérol dans les gouttelettes lipidiques. La majorité du cholestérol se retrouve sous 
forme de cholestérol libre à l’intérieur des membranes cellulaires. Le cholestérol libre 
stimule l’acyl-CoA.cholestérol acyltransférase (ACAT) qui est aussi appelé stérols O- 
acyltransférase (SOAT). Il s’agit d’une enzyme intracellulaire. L’ACAT, catalyse 
l’estérification du cholestérol libre à partir des acyl-CoA à longue chaîne de carbone, ce 
qui produit des esters de cholestérol dans le cytoplasme des cellules malignes de GBM 
(Jeng et al., 1984). L’ACAT favorise aussi le stockage du cholestérol libre sous forme 
d’ester de cholestérol dans le foie (Chang et al, 1997). L’estérification par l’ACAT est 
importante parce qu’elle garde constant le taux de cholestérol libre et évite une 
accumulation toxique de cholestérol libre. L’ACAT permet ainsi de maintenir 
l’homéostasie (Willner et al., 2003).
Acyl CoA Cholestérol
Ester de cholestérol
Figure 5. Biosynthèse de l’ester de cholestérol. L’Acyl CoA et le cholestérol libre sont le 
substrat de l’enzyme ACAT. Tiré et modifié de Chen, 2001.
Il existe 2 isomères de l’ACAT (ACAT-1 et ACAT-2) chez les mammifères 
(Chang et al., 1993; Oelkers et al., 1998). Leurs sites d’expression sont différents. 
L’ACAT-1 est ubiquitiné et il s’exprime dans les neurones, les glandes surrénales, les
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reins, les cellules de la peau et les macrophages (Chang et al., 2001; LEE et al., 1998; 
Uelmen et al., 1995; Matsuda et al., 1998; Sakashita et al., 2000). Par contre, l’ACAT-2 
est exclusivement exprimé dans les hépatocytes du foie et dans l’intestin où il est 
responsable de l’absorption du gras des aliments (Chang et al., 2000; Yuan et al., 1996). 
Les deux isoformes, ACAT-1 et ACAT-2, sont présents dans le fœtus humain et chez 
l’adulte, mais l’expression de ACAT-2 est 3 fois plus abondante (Smith et al., 2004). 
L’accumulation des esters de cholestérol dans les tissus produisant les lipoprotéines (foie, 
intestin) est normale ainsi que dans les organes sécrétant les hormones stéroïdes. Dans le 
reste de l’organisme de l’humain, l’accumulation des esters de cholestérol produite par 
l’ACAT est reliée à des pathologies telles que l’athérosclérose (Bocan et al., 2000), le 
cancer du sein (Boyd et Mcguire, 1990), le cancer des poumons (Umeki et al., 1993) et 
les gliomes malins (Jeng et al., 1984; Campanella et al., 1992). Les esters de cholestérol 
permettent la prolifération vasculaire qui mène à la croissance des gliomes malins 
(Campanella et al., 1992; Tosi et al., 2003). Ce qui établit un lien entre l’activité de 
l’ACAT et la croissance des gliomes malins. Le TGF-P est surexprimé dans les gliomes 
malins (Kjellman et al., 2000). Il est connu que le TGF-P augmente significativement 
l’expression de l’ACAT-1 de 2,9 fois et l’activité enzymatique de 1’ACAT-1 de 1,8 fois 
durant la différenciation des monocytes en macrophages (Hori, 2004). Il peut exister une 
corrélation entre la surexpression du TGF-P et l’activité de l’ACAT.
Avant le début de ma maîtrise, les laboratoires des Prs David Fortin et André 
Cantin avaient été approchés par la compagnie pharmaceutique Chronogen Inc. Les 
résultats préliminaires de cette compagnie montraient qu’un inhibiteur de l’ACAT 
dénommée CHGN182 bloque la voie de signalisation du TGF-P 1. Ce qui laissait penser 
que les inhibiteurs de l’ACAT pourraient constituer une approche intéressante dans les 
traitements des gliomes malins.
4,2.1. Avasimibe™
L’Avasimibe™ (2,4,6-tris(l-methylethyl)phenyl]acetyl}sulfamic acid, 2,6-bis(l- 
methylethyl) a été développé par Pfizer pour réduire le cholestérol dans le plasma et pour 
prévenir la progression de l'athérosclérose. L’Avasimibe™ est un inhibiteur spécifique de
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l’ACAT-1 et de l’ACAT-2. Il a une très grande spécificité à l’ACAT-2 par rapport à 
F ACAT-1 (Post et al., 1999).
4.2.2. Pharmacocinétique de l’Avasimibe™
L’Avasimibe™ est administré oralement. Il est excrété principalement sous forme 
fécale et environ 2 % dans les urines chez le rat et chez le chien (Llaverias et al., 2003; 
Insull et al., 2001). La nourriture augmente la biodisponibilité de l’Avasimibe™ lorsqu’il 
est administré par la voie orale chez l’homme. La demi-vie de l’Avasimibe™ varie 
respectivement de 12,3 h à 24,1 h chez des sujets à jeun ou chez des sujets qui ont mangé 
de la nourriture (VORA et al., 1997).
L’efficacité de l’Avasimibe™ a été étudié dans des études précliniques chez les 
chiens et les rats (Robertson et al., 2001; Llaverias et al., 2003). Des doses élevées 
d’Avasimibe™ (> 300 mg/kg) provoquent des vomissements, des changements dans la 
consistance fécale, la salivation, la toxicité hépatique et dans la morphologie des globules 
rouges. La mortalité survient à partir d’une forte dose de 1000 mg/kg à cause de la 
toxicité hépatique chez les rats et les chiens (Sahi et al., 2004). La compagnie Pfizer a 
arrêté le développement de l’Avasimibe™ à la phase II d’une étude clinique parce que 
l’Avasimibe™ interagit avec des médicaments utilisés dans le traitement des maladies 
cardio-vasculaires (Llaverias et al., 2003; Nissen et al., 2006). Ces interactions 
médicamenteuses se produisent par le fait que l’Avasimibe™ est le substrat de certains 
membres de la famille des cytochromes P450 (CYP). L’Avasimibe™ induit le 
cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) du chien et de l’humain (Robertson et al., 2001; Insull 
et al., 2001). C’est dans le foie que l’Avasimibe™ est principalement métabolisé par le 
cytochrome CYP3A4 et dans une moindre mesure par le cytochrome P4502C9 
(CYP2C9) (Insull et al., 2001). L’induction de CYP3A4 par l ’Avasimibe™ se fait par 
F activation des récepteurs impliqués dans les interactions médicamenteuses (Pregnane X  
Receptor, PXR). Le CYP3A4 participe à l’élimination du Lipitor® qui est un inhibiteur 
de l'HMG-CoA réductase (3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase). Le Lipitor® est 
utilisé pour soigner les patients qui ont des taux élevés de cholestérol. L’induction du
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CYP3A4 par l ’Avasimibe™ réduit l’efficacité du Lipitor® (Sahi et al., 2003; Sahi et al., 
2004; Blumberg et al., 1998; Lehmann et al., 1998).
T l V lMalgré ces interactions avec d’autres médicaments, l’Avasimibe a moins 
d ’effets secondaires nuisibles par rapport aux autres inhibiteurs de l’ACAT (Dominick et 
al., 1993; Wolfgang et al., 1995). Une dose maximale de 500 mg d’Avasimibe™ par jour 
doit être utilisée chez des humains pour inhiber significativement 1’ACAT-1 et 1’ACAT-2 
(Post et al., 1999). L’inhibition de l’ACAT par l’Avasimibe™ empêche la production des 
esters de cholestérol à partir du cholestérol libre dans les macrophages de rats et des 
humains (Llaverias et al., 2003; Cases et al., 1998). Il faut se rappeler que les esters de 
cholestérol sont indispensables pour la croissance des gliomes malins. La concentration 
des esters de cholestérol dépend de la concentration de l ’Avasimibe™ (Llaverias et al., 
2003; Cases et al., 1998). L’Avasimibe™ inhibent l’activité enzymatique des MMP-1, 
MMP-3 et MMP-9 (Bocan et al., 2000). Les MMPs (MMP-2 et MMP-9) digèrent la 
MEC, ce qui permet la libération du TGF-P mature. Cette dégradation de la MEC 
contribuent à l’invasion des gliomes malins (Platten et al., 2001). Ce qui suggère que 
L’Avasimibe™ pourrait empêcher la libération du TGF-P mature de MEC afin d’éviter la 
prolifération des gliomes malins.
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Figure 6 . Structure de l’Avasimibe™.
PROJET DE RECHERCHE
5. OBJECTIF DE L’ÉTUDE
Le TGF-p est un facteur de croissance qui contrôle le métabolisme, la 
prolifération, l’angiogenèse, l’invasion et la malignicité des tumeurs cérébrales de haut 
grade. Dans les gliomes de grade 4, tels que le GBM, il se produit une surexpression du 
TGF-p. L’objectif principal est d’évaluer les effets de l ’inhibition de la voie de 
signalisation du TGF-P sur le phénotype des gliomes malins. Pour atteindre l’objectif, 
deux molécules pharmacologiques, la chloroquine et l’Avasimibe™ ont été utilisées dans 
notre étude.
5.1. Hypothèses de travail
1 ) La chloroquine, est un agent alcalinisant lysosomotropique, qui module à la 
hausse le pH du TGN/endosome. La maturation du TGF-P par la furine et la dégradation 
de la MEC par la MMP-2 en vue de la sécrétion du TGF-P actif nécessite que le pH soit 
acide. Il a été établi que la chloroquine augmenterait le pH acide du TGN/endosome des 
lignées cellulaires de gliomes malins, ce qui inactiverait la furine et l’activité de la MMP-
2 ne pourrait être optimale. Il en résulterait une inhibition de la maturation du TGF-P et 
de l’activité de la MMP-2. Ce qui concorderait avec une diminution du métabolisme et de 
la prolifération cellulaire.
2) Le TGF-pi augmente l’expression et l’activité de l’ACAT. Le CHGN182 est un 
inhibiteur de l’ACAT qui bloque la voie de signalisation du TGF-pi. Il est connu que 
L’Avasimibe™ inhibe l’activité de l’ACAT et des MMPs de la MEC. Les MMP- 2 et -9 
sont essentielles à la sécrétion du TGF-p. L’inhibition de l’ACAT par l’Avasimibe™ 
inhiberait la voie de signalisation du TGF-p. Il en résulterait une inhibition du 
métabolisme et de la prolifération des lignées de gliomes malins.
MATÉRIEL ET MÉTHODES
6. CULTURE CELLULAIRE
Des cellules malignes de gliomes murins non différenciés (F98) et humains (U- 
118 MG, U-87 MG, U-373 MG) de Y American Type Culture Collection (ATCC) étaient 
cultivées dans le milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ou Eagle’s 
Minimum Essential Medium (EMEM) (Wisent) enrichi de 10 % Fetal Bovine Sérum 
(FBS), 100 U/ml pénicilline et 100 g g/ml streptomycine (Wisent). Leur croissance était 
en monocouche dans l’incubateur à 37°C, 5 % CO2 , et 64 % humidité relative. Ensuite, 
ces cellules étaient lavées avec du Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (D-PBS) IX 
(Wisent) et placées dans le DMEM ou EMEM 0 %  FBS, 100 U/ml pénicilline et 
100 pg/ml streptomycine pendant 48 h. L’utilisation d’un milieu sans FBS est importante 
parce que le FBS contient des facteurs de croissance dont les isoformes du TGF-P qui 
pourraient biaiser les résultats.
Pour les traitements à la chloroquine et l’Avasimibe™, les cellules de la lignée 
(F98) étaient placées dans les plaques de 96-puits qui contenaient le DMEM 0 % FBS, 
100 U/ml pénicilline et 100 pg/ml streptomycine pendant 24 h-96 h. Les puits contrôles 
contenaient les cellules incubées en présence du véhicule de la chloroquine (D-PBS 
pH 5) ou du véhicule de l’Avasimibe™ (0,08 % Diméthylsulfoxyde DMSO).
Par la suite, le surnageant (milieu extracellulaire) a été récolté et concentré par 
centrifugation dans un filtre Amicon Ultra-4 (Millipore) à 7500 g pendant 15 minutes.
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7. DOSAGE DE BRADFORD
La technique colorimétrique (Quick Start Bradford Protein Assay, Bio-Rad) a été 
utilisée pour doser la quantité de protéines totales retrouvées dans le surnageant des 
lignées (F98, U-l 18 MG, U-87 MG, U-373 MG). Le surnageant était dilué (v/v) dans le 
D-PBS. Le Bovine sérum albumin (BSA) (Wisent) a été employé pour effectuer la courbe 
standard. Ensuite, 250 pL du réactif lx de Bradford ont été ajoutés dans les puits (plaque 
de 96 puits) des échantillons. La densité optique a été mesurée à 495 nm à l’aide d’un 
spectrophotomètre (PowerWave x 340, BioTek instruments Inc.) et du logiciel KC Junior 
vl.31.5 (BioTek instruments Inc.). Les données de la courbe standard provenaient de sa 
partie linéaire.
8. IMMUNOBUVARDE DE TYPE WESTERN
8.1. Électrophorèse
L’appareil à électrophorèse a été assemblé en suivant le protocole de la 
compagnie (Bio-Rad). Les protéines sécrétées dans le surnageant de nos échantillons et 
dosées par Bradford ont été séparées par électrophorèse sur gel 1D de polyacrylamide 
(gel concentrateur 5 % acrylamide; 1,5 M Tris pH 6 ,8 ; gel séparateur 10 % acrylamide; 
1,5 M Tris pH 8 ,8 ). Avant d’être chargés dans les puits, les échantillons ont été mélangés 
avec le tampon de chargement Sodium dodecyl sulfate Loading Buffer (Laemmli 6 x) 
chauffés à 90°C pendant 10 minutes. Les échantillons ont migré pendant environ 90 
minutes en imposant un potentiel de 100V dans le gel concentrateur et 120 V dans le gel 
séparateur. Le front de migration a été suivi avec le bleu de bromophénol jusqu’à ce que 
les bandes du marqueur se séparent bien au niveau des poids moléculaires (PageRuler 
Prestained Protein Ladder, Fermentas) des protéines d’intérêt (Pro-TGF-pi: 50-51 kDa 
et LAP du TGF-pi : 35-36 kDa) et qu’elles soient parfaitement définies.
8.2. Transfert
Après l’électrophorèse, le gel a été équilibré dans un tampon de transfert (25 mM 
Tris-base, 190 mM glycine, 20%  méthanol) pendant 20-30 minutes. Les protéines 
séparées dans le gel ont été transférées toute la nuit à 4°C et 10V sur une membrane 
PVDF (Roche).
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8.3. Blocage
La membrane a été équilibrée dans une solution de Tris buffered saline (TBS) 
IX. Pour visualiser les bandes et pour vérifier l’efficacité du transfert, la membrane a été 
colorée pendant 60 minutes avec une solution de coloration (0,1 % d’encre de Chine 
aussi appelée Fount India ink (Pellikan INC); 0,05 % tween 20; 0,1 % acide acétique et 
99,85 % eau distillée). La membrane a été nettoyée 2 fois avec de l’eau distillée et 4 fois 
avec une solution de lavage (0,15 M NaCl; 10 mM Tris-base et 0,05 % tween 20). La 
membrane a été placée dans une solution de blocage (TBS Tween 0,1 % et 5 % lait) 
pendant 3 h à la température de la pièce et 4 lavages de la membrane ont été effectués 
avec la solution de lavage.
8.4. Immunobuvardage contre le LAP du TGF-pl
La membrane a été scellée dans un sac en présence de l’anticorps primaire qui 
cible le LAP lié au TGF-pl (antihumain LAP provenant de la chèvre, AF-246-NA-R&D 
Systems, dilué 1:100 dans la solution de blocage). Le sac a été placé sur la plaque 
agitatrice dans une chambre froide dont la température était de 4°C. La membrane a été 
incubée à 4°C avec l’anticorps primaire durant toute la nuit. L’anticorps primaire 
reconnaît le LAP du TGF-P 1 humain et murin. Quatre lavages de 10 minutes sous 
agitation ont été effectués dans la solution de lavage. La membrane a été incubée avec 
l’anticorps secondaire anti-chèvre couplé au HRP (CLC50007-Cedarlone) dilué 1:2000 
dans la solution de blocage pendant 1 h dans un sac scellé. Cette incubation s’est 
déroulée à la température ambiante. Après, la membrane a subi un autre lavage de 10 
minutes. La révélation des bandes correspondantes au Pro-TGF-pi et au LAP du TGF-pl 
a été effectuée par la technique de chimiluminescence (ECL, Perkin Elmer Sciences) sur 
un film autoradiographique (Hyperfilm ECL, Amercham Biosciences) dans une chambre 
noire.
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9. SPECTROMÉTRIE DE MASSE
9.1. Définition et principe
La spectrométrie de masse est une technique analytique qui permet de détecter, 
d’identifier et de quantifier des molécules d’intérêt et des composés inconnus par leur 
masse. La spectrométrie de masse est régulièrement utilisée dans l’étude des peptides et 
des protéines. Les analyses par cette technique exigent l’utilisation d’un spectromètre de 
masse. Ce dernier est un instrument qui sépare des atomes ou des molécules chargées 
selon le ratio masse/charge (m/z). La masse relative de peptides, de protéines, d’ARN et 
de molécules synthétisées chimiquement peut être mesurée de cette manière. La 
spectrométrie de masse peut être combine à des digestions enzymatiques par des 
endopeptides (trypsine, endopeptidase V 8 ) ou des carboxypeptidases afin d’obtenir la 
cartographie par mesure de masses moléculaire d’un mélange peptidique. La 
combinaison de cette technique à la recherche sur les banques de données permet 
l’identification de protéines. La spectromètre de masse est composé des parties suivantes 
(Hillenkamp et al., 1990; Klarskov et al., 2002):
1) Une source d’ions. Elle vaporise et ionise les molécules
2) Un analyseur. Il permet de séparer les ions en fonction du ratio m/z.
3) Un détecteur. Sa fonction est de compter les ions en leur attribuant leur ratio m/z.
4) Un enregistreur. Il traite le signal et génère les spectres de masse.
5) Un système de calibration. Il permet de donner la masse en fonction du rapport 
m/z.
9.2. Utilisation de la spectrométrie de masse dans notre étude
Cette technique permettrait de détecter et de caractériser les isoformes du TGF-P 
sécrétés dans le surnageant des lignées de gliomes malins. Nous avions d ’abord mis au 
point à partir d’un standard BSA une méthode permettant le couplage de 
l’immunobuvardage de type Western contre la protéine LAP du TGF-pi avec la 
spectrométrie de masse.
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9.3. Préparation du standard BSA et des échantillons de TGF-P
La solution standard de BSA (1 picomol/pL) dilué dans de l’eau HPLC (Sigma- 
Aldrich) a été préparée. Des échantillons de protéines sécrétées pendant 48 h dans le 
surnageant cellulaire de la lignée F98 en absence de FBS ont été utilisés. Pour 
l’électrophorèse sur gel 1D de polyacrylamide, les échantillons protéiques (standard BSA 
et le surnageant) ont été placés dans des puits différents d’un même gel. Un deuxième gel 
a été aussi utilisé et contenait seulement les protéines du surnageant. Les échantillons du 
deuxième gel (surnageant) ont été transférés sur une membrane PVDF dans les mêmes 
conditions que celles de la section 8.2. Ces échantillons du deuxième gel ont été 
réquisitionnés pour l’immunobuvardage de type Western blot contre le LAP du TGF-pl 
dans des conditions similaires aux sections 8.4. Il faut noter que le blocage par le lait 
masque les peptides des autres protéines, ce qui rend difficile leur identification par la 
spectrométrie de masse. Pour cette raison, les échantillons utilisés pour la spectrométrie 
de masse ont été bloqués avec une solution de blocage (0,1 % acide acétique; 0,5 % 
tween 20 et 99,4 % eau distillée). Le lavage de la membrane ainsi que l’incubation avec 
les anticorps primaires et secondaires étaient effectués dans une solution de lavage (0,15 
M NaCl; 10 mM Tris-base et 0,05 % tween 20). Le film obtenu par autoradiographie a 
été superposé au premier gel afin de faciliter l’identification des bandes de LAP du TGF- 
pl en se basant sur les poids moléculaires. Les échantillons du premier gel (standard BSA 
et protéines du surnageant) avaient été colorés avec le sypro orange (Protéin gel Stain. 
Sigma-Aldrich). Les bandes protéiques (BSA et LAP du TGF-P 1) ont été bien identifiées 
sur le gel et découpées pour les digestions enzymatiques.
9.4. Digestion sur gel
Les bandes de protéines contenues dans le gel (BSA et LAP du TGF-P 1) ont été 
mis en morceau afin d’augmenter la surface de contact. Le gel a été par la suite incubé 
dans une solution de 100 mM NH4 HCO3 pendant 15 minutes. Une deuxième incubation 
par l’acétonitrile a été faite pendant 15 minutes. Le reste de la procédure est semblable à 
l’étape de la digestion de la membrane. Par contre, les protéines contenues dans le gel ont 
été digérées par 100 ng/pL de trypsine diluée dans une solution composée de 40 % DMF 
et de 100 mM NH4 HCO3 pendant 15 minutes. Par la suite, une solution contenant 50 mM
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NH4HC03 et 0,2 % DMF était ajouté pour une incubation toute la nuit. Les échantillons 
ont été centrifugés et placés au sonificateur pendant 1 0  minutes et recentrifugés une 
deuxième fois. L’acide formique 10% était ajouté à l’échantillon qui a été mis au 
sonificateur et centrifugé de nouveau. Les échantillons ont été transférés dans des flacons. 
L’urée 5 M a été ajoutée et les échantillons ont été lyophilisés. Pour l’analyse par la 
spectrométrie de masse en tandem (LC/MS/MS), les échantillons ont été placés dans un 
sonificateur pendant 2 minutes et lyophilisés pendant au moins 45 minutes dans des 
flacons.
9.5. Acquisition des spectres par le LC/MS/MS
L’acquisition des spectres par le LC/MS/MS a été obtenue à partir d’un 
spectromètre de masse Q-TOF 2 (Micomass) couplé à un HPLC. Les étapes suivantes 
servent à décrire la procédure utilisée. Les échantillons lyophilisés dans les flacons ont 
été dissous dans une solution aqueuse contenant un solvant organique (acétonitrile ou 
méthanol) et un faible pourcentage d’acide (acétique ou formique). Les échantillons ont 
été injectés dans des colonnes Ci8 du HPLC qui séparent les peptides des échantillons en 
fonction de leur hydrophobicité avant leur injection dans le capillaire du spectromètre de 
masse. Les échantillons sortent du capillaire dans un jet et s’évaporent sous l’effet du 
solvant organique, de la pression et de la tension électrique. C’est l’ionisation par la 
technique ESI. Il se forme des ions. L’acide a servi à la protonation des ions qui 
deviennent chargés. Les ions sont transportés jusqu’au premier analyseur MSI. Ce 
dernier tri les ions en fonction de leur masse et de leur charge. Le MS1 a choisi un ion 
parent qui est transporté dans la cellule de collision qui-contient l’azote. L’ion parent 
entre en collision avec l’azote, ce qui génère d’autres ions qui sont captés par le deuxième 
analyseur MS2. Le deuxième analyseur fragmente les nouveaux ions en fonction de leur 
rapport m/z. Un détecteur compte les ions et un enregistreur traite le signal pour générer 
le spectre (Hillenkamp et al., 1990; Klarskov et al., 2002).
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9.6. Recherche sur la banque de données
L’analyse par la spectrométrie de masse a permis d’obtenir les chromatogrammes 
et les spectres des peptides des échantillons testés. Ces paramètres ont été utilisés pour 
une identification sur la banque de données NCBInr du moteur de recherche Mascot 
(http://www.matrixscience.com). Les résultats obtenus par cette recherche ont permis de 
savoir si les peptides contenus dans les échantillons testés correspondent à la protéine 
d’intérêt (LAP du TGF-pi). Les peptides du BSA servaient de standard pour s’assurer de 
la qualité de l’analyse.
10. ELISA
Afin de connaître les effets des molécules testées sur la maturation et la sécrétion 
du TGF-pi, l’ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assaÿ) a été effectuée avec la 
préparation commerciale Quantikine (R&D Systems). Cet essai ELISA permettait de 
doser la quantité de TGF-pl mature (actif et total) sécrétée dans le surnageant de la 
lignée de gliomes murins F98 après les traitements de 48 h et 72 h à la chloroquine 
(0 pM, 25 pM, 50 pM) ainsi que 72 h et 96 h à l’Avasimibe™ (0 pM, 25 pM). Les 
cellules étaient incubées dans les plaques de 96-puits (2500 cellules/puits). Le surnageant 
a été récolté après les traitements et congelés à -20°C jusqu’au moment des essais. Les 
instructions contenues dans la trousse ELISA fournie par le fournisseur ont été suivies 
rigoureusement. La méthodologie utilisée va être brièvement décrite dans cette section. 
Chaque échantillon a été activé avec le HC1 1N pendant 10 minutes. Le HC1 1N permet 
de libérer le TGF-P 1 mature du LAP en brisant les liaisons non-covalentes (ponts 
disulfures, cystéine), ce qui mène à l’activation du TGF-P 1. Les échantillons ont été 
neutralisés avec le 1,2 N NaOH/0,5 M HEPES. La solution d’analyse (fournie par le 
fournisseur) a été mise dans chaque puits de la plaque ELISA. Après le standard et les 
échantillons activés ont été incubés pendant 2 h à la température ambiante. Les 
échantillons ont été lavés 4 fois avec un tampon de lavage (fournie par le fournisseur). 
Après les lavages, l’anticorps secondaire (anti-TGF-pi conjugué à la péroxydase) a été 
ajouté dans les puits et incubés pendant 2 h. Les échantillons ont été de nouveau lavés 4 
fois et le substrat (également fourni par le fournisseur) a été ajouté dans les puits pour une 
incubation de 30 minutes à l’obscurité. La solution stop (HC1 1 N) a été ajoutée pour
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arrêter la réaction. L’absorbance à 450 nm a été mesurée à l’aide d’un spectrophotomètre 
(PowerWave x 340, BioTek instruments Inc.) et du logiciel KC Junior vl.31.5 (BioTek 
instruments Inc.). Les résultats obtenus ont été compilés. Les quantités de TGF-P 1 
sécrétées dans le surnageant ont été calculées à partir de la courbe standard représentant 
la densité optique en fonction des concentrations du TGF-pl (pg/mL).
11. TEST DU MÉTABOLISME CELLULAIRE
Les cellules de la lignée F98 qui ont subi un traitement avec l’Avasimibe™ 
(0 pM, 0,025 pM, 1 pM, 10 pM et 25 pM) pendant 24 h et 48 h dans des plaques de 96 
puits (9210 cellules/puits) ont été utilisées pour vérifier l’effet de l’Avasimibe™ sur le 
métabolisme cellulaire à l’aide du kit de Cell Prolifération Reagent WST-1 (ROCHE). 
Les cellules ont été comptabilisées avant les traitements afin de s’assurer que chaque 
puits contient 9210 cellules. Après les traitements, un volume de 10 pL du réactif WST-1 
(dilution 1 : 10) a été ajouté dans chaque puits qui contenait les cellules. La plaque a été 
placée dans l’incubateur (37°C) et les cellules ont été incubées pendant 30, 60, 120, 180 
et 240 minutes en présence du WST-1. Les mesures de F absorbance avaient été prises à 
460 nm et à 700 nm (absorbance de référence) à l’aide d’un spectrophotomètre 
(PowerWave x 340, BioTek instruments Inc.) et du logiciel KC Junior vl.31.5 (BioTek 
instruments Inc.). Les résultats ont été compilés à partir de 240 minutes d’incubation au 
réactif WST-l parce que les absorbances étaient optimales à ce temps.
12. TEST DE LA PROLIFÉRATION CELLULAIRE
L’analyse de la prolifération des cellules F98 traitées avec l’Avasimibe™ (0 pM, 
0,025 pM, 1 pM, 10 pM et 25 pM) pendant 24 h et 48 h dans des plaques de 96 puits 
(2500 cellules/puits) a été effectuée par un essai qui mesure l’incorporation du 5-bromo- 
2’-désoxyuridine (BrdU) dans l’ADN cellulaire lors de la réplication (Roche). Les 
cellules ont été comptabilisées avant les traitements afin de s’assurer que chaque puits 
contient 2500 cellules. Pour réaliser ce test, les instructions détaillées du fabricant ont été 
respectées. En bref, 10 pL de BrdU ([BrdU] final = 10 pM) ont été ajoutés aux 100 pL de 
milieu de culture et les cellules (F98) ont été incubées à 37°C. Les cellules ont été fixées 
avec la solution de Fix Denat (Roche) et l ’ADN a été dénaturé à la température ambiante 
pendant 30 minutes. L’anticorps anti-BrdU couplé à une peroxydase (POD) a été ajouté
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et incubé pendant 90 minutes à la température de la pièce. Après 3 lavages avec la 
solution de lavage, le substrat de la POD a été ajouté et l’absorbance à 370 nm ainsi que 
l’absorbance de référence à 492 nm ont été mesurées à l’aide d’un spectrophotomètre 
(PowerWave x 340, BioTek instruments Inc.) et du logiciel KC Junior vl.31.5 (BioTek 
instruments Inc.). Les résultats ont été compilés à partir de 30 minutes d’incubation du 
substrat. L’analyse de la prolifération cellulaire a été faite en soustrayant la DO à 370 nm 
à la DO à 490 nm des échantillons et du blanc. En effet, l’absorbance du blanc 
correspond aux interactions non spécifiques du BrdU et de l’anti-BrdU-POD dans le 
milieu. Cette densité optique doit être inférieure à 0,1. Après, les moyennes des DO 
normalisés à 1 0 0  % par rapport aux cellules contrôles non traitées à l’Avasimibe™ ont 
été calculées. Dans cet essai, l’absorbance mesurée par l ’incorporation du BrdU dans 
l’ADN pendant la synthèse de l’ADN, est corrélée à la prolifération cellulaire.
13. ZYMOGRAPHIE
13.1. Principe général
La zymographie permet de mesurer l’activité des protéases (Overall et al., 1988). 
C’est une technique d’électrophorèse particulière qui consiste à faire migrer des protéases 
dans un gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) contenant un substrat protéique. Plusieurs 
sortes de substrats tels que les protéoglycanes (Barrett et al., 1966), la gélatine (Itoh et 
al., 1998) et la caséine (Leber et Bakuil, 1997) sont utilisés pour la zymographie. Sous 
l’action du SDS, les protéases vont perdent leur conformation tridimensionnelle pour 
adopter une conformation linéaire. Ainsi, les protéases deviennent dénaturées. Le SDS 
empêche le repliement des protéases et leur confère une charge négative. L’imposition 
d’un voltage va permettre aux protéases de migrer dans le gel. La séparation des 
protéases se fait en fonction des modifications de leur structure tridimensionnelle et leur 
masse moléculaire. Après la migration, le SDS est éliminé, ce qui permet de renaturer les 
protéases dans le gel. Les protéases renaturées vont dégrader le substrat protéique. Le gel 
est ensuite coloré avec le bleu de Coomassie. Il apparaîtra une couleur bleue aux endroits 
où le substrat protéique n ’a pas été dégradé dans le gel. Après la décoloration, les bandes 
blanches indiqueront la présence de protéinases. Pour une bande, l’intensité de migration
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est proportionnelle à la quantité de protéinase qui a réussi à hydrolyser le substrat 
(Overall et al., 1988).
13.2. Zymographie sur gel de gélatine
La zymographie sur gel de gélatine permet en général de révéler et de déterminer 
l’activité enzymatique des formes inactives de la gélatinase A (68-72 kDa pro-MMP-2) et 
B (92 kDa pro-MMP-9) ainsi que leurs formes actives respectives (62 kDa MMP-2) et 
(83-kDa, MMP-9) (Bourlier et al., 2005; Baumann et al., 2009). Ils dégradent la gélatine 
après avoir migré dans un gel SDS-PAGE.
Dans notre étude, l’évaluation de l ’effet de la chloroquine sur l’activité des formes 
de MMP-2 sécrétées dans le surnageant des cellules F98 a été réalisé par la méthode 
décrite par Wang et son équipe (RASER et al., 1995). Le surnageant utilisé provenait des 
cellules traitées avec la chloroquine (10 pM, 25 pM et 50 pM) pendant 48 h et avec un 
contrôle (D-PBS) dans les plaques de 96 puits (2500 cellules/puits). Le gel de 
polyacrylamide (gel concentrateur 5 % acrylamide; 0,5 M Tris pH 6 ,8 ; gel séparateur 
10 % acrylamide; 1,5 M Tris pH 8 ,8 ; gélatine) a été fabriqué. Après la polymérisation du 
gel de polyacrylamide, une pré-migration des échantillons a été réalisée pendant 15 
minutes, à 120 V dans le froid (4°C). Les échantillons du surnageant ont été déposés dans 
les puits situés dans le gel concentrateur. L’électrophorèse des échantillons a été 
effectuée dans un tampon d’électrophorèse. La migration était faite sous un voltage 
constant de 150 V à 4°C pendant environ 90 minutes. Après l ’électrophorèse, le gel a été 
incubé dans une solution de 2,5 % Triton X-100 à la température de la pièce pendant 30 
minutes afin d’éliminer le SDS et de permettre ainsi de renaturation des protéines. Le gel 
a été équilibré dans un tampon de développement (200 mM NaCl; 5 mM CaCh; 1 pM 
ZnC^; 50 mM Tris; pH 7,6; 1 % Triton X-100) pendant 30 minutes et une incubation à 
37°C a été faite toute la nuit. Pour révéler la présence des formes de MMP-2 (pro-MMP-2 
et MMP-2), le gel a été coloré avec le bleu de Coomassie pendant 30 minutes puis 
décolorer dans un tampon de décoloration (40 % MeOH; 10 % CH3COOH). Lorsqu’une 
coloration adéquate est obtenue, une photo du gel a été prise. Une analyse 
densitométrique des bandes correspondantes au pro-MMP-2 et MMP-2 a été effectuée
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pour quantifier leur activité enzymatique.
14. ANALYSES STATISTIQUES
Les analyses statistiques des résultats de tests du métabolisme et de la 
prolifération cellulaire ont été réalisées par le test de Student t pour les échantillons 
appariés quand les expériences ont été réalisées 2 fois (n=2). Pour les résultats de 
l’activité de la pro-MMP-2 et celle de la MMP-2 (n=3), les analyses de la variance 
(ANOVA) avaient été effectuées. Pour les expériences réalisées une seule fois (n-1), 
l’écart-type a été calculé : les autres analyses statistiques ne pouvaient pas être réalisées 
afin de savoir si les résultats sont significatifs. Les barres d’erreur des graphiques 
représentent l’écart-type. Les essais ont été réalisés avec des échantillons en triplicata.
RÉSULTATS
15. DÉTERMINATION DU MODELE CELLULAIRE
Le TGF-P est impliqué dans le développement des gliomes malins. L’étude a 
commencé par la détermination du meilleur modèle cellulaire qui nous permettra 
d’évaluer les effets de l’inhibition de la voie de signalisation du TGF-P sur le phénotype 
des gliomes malins. À partir d’un anticorps anti-LAP qui reconnait la région de LAP dans 
le TGF-pi, l’immunobuvardage de type westrem blot a permis de détecter la présence du 
précurseur pro-TGF-pi (50 kDa-51 kDa) et du LAP (35 kDa-36 kDa) dans le surnageant 
des lignées des gliomes murins (F98) et humains (U-118 MG, U-87 MG et U-373 MG) 
Les poids moléculaires du LAP et du précurseur pro-TGF-pi varient légèrement entre les 
lignées (Figure 7). Ce qui est normal, les lignées des gliomes testées dans notre étude 
proviennent de sujets différents. Les lignées de gliomes humains U-118 MG et U-87 MG 
proviennent d’un homme caucasien de 50 ans et d’une femme caucasienne de 44 ans. 
L’ATCC ne fournissait pas toutes les informations sur l’origine des lignées de gliomes 
humains U-373 MG. Les lignées de gliomes murins F98 sont originaires du fœtus de rat 
âgé de 20 jours. L’anticorps primaire utilisé lors de l ’immunobuvardage de type Western 
blot était dirigé contre le LAP du TGF-pi parce qu’il n’existe pas un anticorps qui permet 
de détecter à la fois le pro-TGF-pi et le TGF-P 1 mature. Dans la lignée F98, la quantité 
détectée de LAP est beaucoup plus forte que le pro-TGF-pi, ce qui suggère que ces 
cellules de gliomes murines sécréteraient .une quantité importante de.TGF-pi mature.
1 2 3 A 5
-  Pro-TGF-P 1 (50-51 kDa) 
-L A P  (35-36 kDa)
Figure 7. Détection par immunobuvardage de type Western des formes sécrétées de 
TGF-P 1 dans le surnageant des lignées de gliomes malins incubées dans leur milieu en 
présence ou en absence de FBS pendant 48 h (puits 1 : F98; puits 2 : Ctrl F98, 10 % FBS; 
puits 3 : U-118 MG; puits 4 : U-87 MG et puits 5 : U-373 MG). Les puits 1, 3, 4 et 5 ont 
reçu 15 pg de protéines totales. Le puits 2 contenait 5 pg de protéines totales
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16. CARACTÉRISATION DU TGF-p PAR SPECTROMÉTRIE DE MASSE
Après F électrophorèse sur gel 1D de polyacrylamide des protéines sécrétées dans 
le surnageant de la lignée de gliomes murins F98 pendant 48 h, des digestions trypsiques 
des bandes correspondantes au LAP du TGF-pl (35-36 kDa) ont été effectuées. Des 
tentatives d’identification des peptides de LAP du TGF-pl par chromatographie capillaire 
en phase liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) ont été 
réalisées. Les résultats obtenus montrent que le spectre du HPLC ne correspond pas à 
celui de LAP du TGF-P 1 (Figure 8 ).
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Figure 8 . Les données obtenues par chromatographie capillaire en phase liquide couplée 
à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS-MS). Ces peptides proviennent des 
clivages trypsiques de 120 pg du LAP du TGF-pl de la lignée de gliomes murins F98 
contenu dans des bandes d ’un gel 1D de polyacrylamide (gel concentrateur 5 % 
acrylamide; 1,5 M pH 6 ,8 ; gel séparateur 10% acrylamide; 1,5 M pH 8 ,8 ) suite à 
l’électrophorèse et la coloration avec le sypro orange. L’analyse des données dans la
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banque NCBInr a révélé que les peptides correspondaient à 50 protéinès dont les plus 
probables sont: phosphoglycerate kinase 1 (PGK1), Pyruvate kinase, 6-phosphogluconate 
dehydrogenase, Gamma-enolase, Rïbonuclease inhibitor (RI), Protein disulfide- 
isomerase A6 (PDIA6 ) et Heat shockprotein 90 (HSP90).
17. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR LA MATURATION DU TGF-pl
Pour explorer si la chloroquine pourrait avoir un effet sur la maturation du TGF-P, 
la quantification par ELISA du TGF-P 1 mature (actif et total) a été réalisé sur le 
surnageant de la lignée des gliomes murins F98 après les traitements de 48 h et72 h avec
25 pM et 50 pM. Le contrôle était représenté par les cellules qui ont reçu le véhicule seul 
(D-PBS pH 5). L’essai ELISA semble indiquer que pour le traitement de 48 h avec 25 
pM de chloroquine, la concentration de TGF-P 1 mature actif et total sécrétée dans le 
surnageant cellulaire diminue respectivement de 41 ± 4 % et 30 ± 6  % par rapport au 
contrôle. Pour les traitements avec 50 pM de chloroquine, la concentration de TGF-pl 
mature actif et total est réduite de 85 ± 3 % et 47 ± 8  % dans le surnageant cellulaire en 
48 h (Figure 9 A). Les résultats obtenus lors des expositions de 72 h tendent à illustrer 
que la concentration de TGF-pi mature actif et total sécrétée diminue de 51 ± 5  % et
26 ± 6  % en présence de 25 pM de chloroquine. Lors des traitements de 72 h avec 50 pM 
de chloroquine, la concentration de TGF-P 1 mature actif et total diminue de 71 ± 2 %
et 45 ± 7 % dans le surnageant cellulaire (Figure 9 B).
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Figure 9. Diminution de la concentration du TGF-P 1 par la chloroquine.
Mesure par ELISA de la quantité du TGF-pl mature actif et total retrouvée dans le 
surnageant (2500 cellules/puits) de la lignée de gliomes murins F98 après des traitements 
de 48 h et 72 h avec la chloroquine (A, B) n=l. Le contrôle était constitué des cellules 
traitées avec le véhicule seul (D-PBS pH 5).
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18. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR LE MÉTABOLISME CELLULAIRE
Pour évaluer si la chloroquine a le potentiel d’inhiber le métabolisme cellulaire, 
l’essai colorimétrique WST-1 (Roche) a été utilisé. Lors de ce test, le réactif WST-1 est 
transformé en sel de Formazan dans la mitochondrie. La quantification de la production 
de Formazan donne une indication de l’activité du succinate-réductase mitochondriale 
correspondant au métabolisme cellulaire. Les résultats obtenus par l’essai WST-1 
montrent que les traitements de 24 h avec 10 pM et 25 pM de chloroquine abaissent de 
12 ± 12% et 17 ± 4% , respectivement, le métabolisme des cellules de la lignée de 
gliomes murin F98 par rapport au métabolisme des cellules du contrôle (D-PBS pH 5) 
normalisé à 100 %. L’utilisation de la chloroquine à des concentrations de 50 pM et 100 
pM pendant 24 h réduit significativement de 35 ± 0,1 % et 70 ± 2 % (p < 0,05) le 
métabolisme cellulaire (Figure 10 A).
Pour les traitements de 48 h, les doses de chloroquine de 10 pM, 25 pM, 50 et 
100 pM semblent inhiber significativement de 38 ± 5 %; 60 ± 38 %; 72 ± 45 % et 83 ± 
14 % (p < 0,05) le métabolisme cellulaire (Figure 10 B).
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Figure 10. Test du métabolisme des cellules de la lignée de gliomes murins F98 suite à 
une exposition de 240 minutes au WST-1 (9210 cellules/puits) après des traitements de 
24 h et 48 h à la chloroquine (A, B) n=2. Le contrôle représentait les cellules qui ont été 
incubées avec le véhicule seul (D-PBS pH5) * = p < 0,05.
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19. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR LA PROLIFÉRATION CELLULAIRE
L’essai colorimétrique Bromodésoxyuridine (5-bromo-2'-désoxyuridine, BrdU) a 
été effectué afin de déterminer si la chloroquine a un effet quelconque sur la prolifération 
des cellules de la lignée de gliomes murins F98. Le BrdU est un analogue de la 
thymidine. L’essai BrdU (Roche) permet de mesurer la prolifération cellulaire par 
l’incorporation de la thymidine dans l’ADN lors de la phase de la synthèse (réplication) 
de l’ADN. Les résultats obtenus indiquent que les traitements de 24 h avec 10 pM, 25 et 
50 pM de chloroquine empêchent l’incorporation du BrdU dans l’ADN, ce qui a pour 
conséquence de diminuer la prolifération cellulaire, respectivement de 22 ± 25 %, 41 ± 
15 % et 64 ± 13 % par rapport à celle du contrôle (D-PBS pH 5). L’inhibition de la 
prolifération cellulaire avec 100 pM de chloroquine est significative de 8 6  ± 5 % (p < 
0,05) lors des traitements de 24 h (Figure 11 A). L’incubation durant 48 h des cellules 
avec 10 pM, 25 pM, 50 pM et 100 pM de chloroquine réduit significativement de 40 ± 
40%; 58 ± 21 %; 8 6  ± 4 % et 93 ± 5 % la prolifération cellulaire des gliomes murins 
(Figure 11 B).
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Figure 11. Test de la prolifération des cellules de gliomes murins F98 suite à une 
exposition de 30 minutes au BrdU (2500 cellules/puits) après des traitements de 24 h et 
48 h à la chloroquine (A, B) n=2. Le contrôle représentait les cellules qui ont été incubées 
avec le véhicule seul (D-PBS) * = p < 0,05.
20. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR L ’ACTIVITÉ DE LA MMP-2
Afin d’évaluer si la chloroquine pourrait inhiber l’activité des formes de MMP-2 
sécrétées par la lignée de gliomes murins F98, la technique de zymographie sur gel de 
gélatine a été réalisée. Les résultats de la zymographie indiquent une présence de bandes 
correspondantes au pro-MMP-2 ( 6 8  KDa) et au MMP-2 (62 KDa) sécrétées dans le 
surnageant cellulaire suite aux traitements de 48 h à la chloroquine (10 pM, 25 pM et 
50 pM). L’intensité des bandes diminue quand la concentration de la chloroquine
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augmente dans les cellules gliales murines (Figure 12 A). En mesurant la densité des 
bandes situées à 62 KDa, les résultats recueillis montrent que 10 pM de chloroquine 
diminuent de 20 ± 2 % l’activité de la MMP-2 dans les cellules de la lignée F98 par 
rapport à celle du contrôle (D-PBS pH5) normalisé à 100 %. L’activité du MMP-2 est 
significativement diminuée de 40 ± 3 % (p < 0,01) et 75 ± 1 % (p < 0,001) dans les 
cellules incubées avec 25 pM et 50 pM de la chloroquine (Figure 12 B).
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Figure 12. Zymographie des MMP-2.
Détection par zymographie des formes de MMP-2 sécrété dans le surnageant de la lignée 
de gliomes murins F98 pendant 48 h (puits 1 et 2 : Ctrl D-PBS pH 5; puits 3 et 4 : 10 pM 
chloroquine; puits 5 et 6  : 25 pM chloroquine; puits 7 et 8  : 50 pM chloroquine; puits 9 : 
vide; puits 10: rhMMP-2). Le rhMMP-2. (recombinant human . matrix
métalloproteinases-2) était un standard représentant les poids moléculaires de la MMP-2 
et de la Pro-MMP-2 (A). Mesure de l’activité des MMP-2 par le densitomètre des bandes. 
L’activité de la MMP-2 a été calculée par le ratio de la forme active'pro-MMP-2 n = 3 ** 
= p < 0,01 et *** = p < 0,001 (B).
21. EFFET DE L’AVASIMIBE™ SUR LA SÉCRÉTION DU TGF-pl
Pour évaluer d’une manière exploratoire si l’Avasimibe™ pouvait avoir un effet 
sur la sécrétion du TGF-pi, un essai ELIS A a été réalisé. Les résultats semblent indiquer 
que suite à un traitement de 72 h des cellules de la lignée de gliomes murins F98 avec 
25 pM d’Avasimibe™, la concentration de TGF-J31 mature actif et total diminue de 65 ± 
1 % et 29 ± 1 %, respectivement dans le surnageant par rapport au contrôle (0,08 %
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DMSO) (Figure 13 A). Le traitement de 96 h avec 25 pM d’Avasimibe™ réduit de 40 ± 
2 % et 14 ± 7 % la concentration de TGF-pl mature actif et total sécrété dans le 
surnageant cellulaire (Figure 13 B).
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Figure 13. Diminution de la concentration du TGF-01 par l’Avasimibe1
Mesure par ELISA de la quantité du TGF-pi mature actif et total sécrété dans le 
surnageant (2500 çellules/puits) de la lignée de gliomes murins F98 après les traitements 
de 72 h et 96 h à PAvasimibe (A, B) n=l. Le contrôle était constitué du véhicule seul 
(0,08 % DMSO).
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22. EFFET DE L’AVASIMIBE™ SUR LE MÉTATOBOLISME CELLULAIRE
Les résultats du test WST-1 montrent que les traitements de 24 h et 48 h des 
cellules de la lignée de gliomes murins F98 avec 0,025 pM d’Avasimibe™ diminuent de 
4 ± 9 % et 24 ± 15 % le métabolisme cellulaire (figure 14 A, B) par rapport à celui du 
contrôle normalisé à 100%. Les doses de 1 pM, 10 pM et 25 pM d’Avasimibe™ 
semblent indiquer une inhibition significative du métabolisme cellulaire de 26 ± 4 %; 74 
± 9 %, 85 ± 14 % (p < 0,05) et 45 ± 9 %; 84 ± 11 %; 92 ± 5 %(p < 0,05) respectivement 
après les traitements de 24 h-48 h (Figure 14 A, B).
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Figure 14. Test du métabolisme cellulaire de gliomes murins F98 suite à une exposition 
de 240 minutes au WST-1 des cellules F98 (9210 cellules/puits) après des traitements de 
24 h et 48 h avec l’Avasimibe™ (A, B) n=2. Le contrôle était constitué du véhicule seul 
(0,08 % DMSO) * = p < 0,05.
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Voir l’annexe 1 et 2 pour des résultats supplémentaires du test WST-1 réalisé sur les 
lignées de gliomes humains traitées avec la chloroquine et l’Avasimibe™.
23. EFFET DE L’AVASIMIBE™ SUR LA PROLIFÉRATION CELLULAIRE
Les résultats du test BrdU illustrent que 0,025 pM et 1 pM d’Avasimibe™ 
diminue la prolifération cellulaire des gliomes murins F98 d e 9 ± 9 % e t  15± 13% ainsi 
que de 34 ± 7 % et 37 ± 9 % lors des traitements de 24 h et 48 h (figure 15 A, B). La 
présence d’une concentration de 10 pM et 25 pM d’Avasimibe™ provoque l’inhibition 
d’une manière significative de la prolifération cellulaire de ( 8 6  ± 2 % et 91 ±0,1 %) et de 
(94 ± 2 % et 97 ± 2 %) après 24 h et 48 h (Figure 15 A, B).
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Figure 15. Test de la prolifération des cellules de gliomes murins F98 suite à une 
exposition de 30 minutes au BrdU (2500 cellules/puits) après des traitements de 24 h- 
48 h à l’Avasimibe™ (A, B) n=2. Le contrôle représentait les cellules qui ont été 
incubées avec le véhicule (0,08 % DMSO) * = p < 0,05.
DISCUSSION
24. DÉTERMINATION DU MODÈLE CELLULAIRE
Plusieurs facteurs de croissance dont le TGF-P se retrouvent dans le 
microenvironnement des cellules astrocytaires. Ces facteurs provoquent un dérèglement 
cellulaire qui mène au développement et au maintien d’une masse tumorale (Platten et 
al., 2001). La surexpression du TGF-P est une caractéristique bien connue du GBM qui 
est un gliome malin de grade IV (Constam et al., 1992; Schneider et al., 2006). La voie 
de signalisation du TGF-p régule plusieurs fonctions biologiques comme le métabolisme 
et la prolifération cellulaire (Elliot et Blobe, 2005). Le TGF-p est synthétisé à partir d ’un 
précurseur dénommé pro-TGF-p. Sa maturation nécessite d’abord un clivage du peptide. 
L’étape cruciale du processus de maturation est le clivage du précurseur par la furine 
dans les conditions acides du TGN/endosome (Leduc et al., 1992; Feige et al., 1996).
L’étude de Yee a prouvé que l’irradiation au cobalt ne modifie pas l’expression du 
TGF-pi dans les lignées de gliomes humains (U-118 MG, U-87 MG et U-373 MG). La 
production de TGF-P 1 dans les lignées de gliomes humains est associée à une résistance à 
la radiothérapie (Yee et al., 2001). Dans notre étude, l’immunobuvardage de type 
Western blot a démontré la présence du précurseur pro-TGF-pi (50 kDa-51 kDa) et de 
LAP (35 kDa-36 kDa) du TGF-pi dans le surnageant des lignées des gliomes malins 
murins F98 et humains U-118 MG, U-87 MG et U-373 MG après des incubations de 
48 h. Ce qui signifie que toutes ces lignées de gliomes malins pourraient constituer des 
modèles intéressants pour évaluer les effets de l ’inhibition de la voie de signalisation du 
TGF-p sur le phénotype des gliomes malins. Les résultats de notre étude suivent la 
tendance de l’étude de Constam qui avait démontré que les formes de TGF-P se 
retrouvent dans le milieu des gliomes malins (Constam et al., 1992). Les lignées des 
gliomes malins sécrètent des quantités différentes de TGF-P 1 (Pan et al., 2006) dans le 
milieu extracellulaire. Le TGF-P régule la tumorigénicité des cellules souches de gliomes 
malins (Beier et al., 2012). Une étude a prouvé que l’expression de TGF-pi/2 est corrélée
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au grade des gliomes malins. L’expression de l’ARNm de TGF-P 1/2 dans le tissu 
cérébral des patients atteints de GBM est 2 à 3 fois plus élevée que dans les tissus des 
patients qui ont les gliomes de grades inférieurs (Kjellman et al., 2000). Ceci suggère que 
le TGF-pi/2 est un facteur de croissance qui contribue à l’établissement du GBM.
25. CARACTÉRISATION DU TGF-pl PAR SPECTROMÉTRIE DE MASSE
Le but de l’utilisation de la spectrométrie de masse dans notre étude était de 
caractériser et de quantifier le TGF-pi sécrétés dans le surnageant des lignées de gliomes 
murins F98 après des incubations de 48 h en absence de FBS. Les échantillons utilisés 
contenaient des peptides de LAP du TGF-pl après des digestions trypsiques des bandes 
contenues dans le gel 1D de polyacrylamide. Pour s’assurer de la présence de LAP dans 
les échantillons, les bandes correspondantes au LAP du TGF-P 1 avaient bien été 
identifiées à partir de leur masse moléculaire (50 kDa-51 kDa) sur le gel coloré au sypro- 
orange avant la digestion. L’analyse de la banque protéine (Mascot) a montré que le 
spectre HPLC des peptides obtenus par chromatographie capillaire en phase liquide 
couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) ne correspond pas à celui de 
LAP du TGF-P 1 de la lignée de gliomes murins F98. Ce qui s’expliquerait par le fait que 
le surnageant des gliomes malins est un mélange complexe qui contient plusieurs 
protéines abondantes (Constam et al., 1992). La spectrométrie de masse détecte les 
peptides des protéines les plus abondantes dans un mélange de protéines. Il permet la 
quantification relative des protéines et la caractérisation des modifications post- 
traductionnelles dans les protéines (Van Oostveen et al., 1997). Peut-être que la 
concentration de TGF-P 1 sécrété dans le surnageant des gliomes murins F98 était en 
quantité insuffisante pour être détecter par la spectrométrie de masse dans les conditions 
de notre étude. Au départ, le surnageant utilisé provenait de 12,5 millions de cellules de 
la lignée F98 qui avaient été incubées pendant 48 h et concentré par une centrifugation de 
30 minutes à 7500 g. Pour augmenter la probabilité de détection par la technique de 
spectrométrie de masse, il serait souhaitable d’utiliser une très grande quantité de 
protéines provenant du surnageant. Pour cette raison, l’expérience a été optimisée en 
augmentation la quantité de cellules incubées à 50 millions et en concentrant au 
maximum le surnageant par 3 centrifugations de 30 minutes. Malgré ces modifications,
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les spectres obtenus n’ont pas permis d’identifier et de quantifier les peptides de LAP du 
TGF-pi par la spectrométrie de masse (LC-MS/MS). La quantification des formes de 
TGF-pi mature (actif et total) sécrétée dans le surnageant de la lignée de gliomes murins 
F98 a plutôt été effectuée par ELISA. L’effet de la chloroquine et de l’Avasimibe™ a 
donc été étudié sur la maturation et la sécrétion du TGF-pl à l’aide de cette technique.
26. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR LA MATURATION DU TGF-pi
La maturation du TGF-pi se déroule dans les conditions acides du 
TGN/endosome quand la furine clive le pro-TGF-pi (Feige et al., 1996). Les résultats de 
notre étude indiquent qu’un traitement de 48 h avec des concentrations de 25 pM et 
50 pM de chloroquine diminue de façon significative (<41 ± 4 % et >30 ± 6 %) la 
quantité de TGF-P 1 mature actif et total sécrété dans le surnageant des cellules de la 
lignée de gliomes murins F98. Ce qui s’expliquerait par le fait que la chloroquine 
alcalinise le TGN/endosome et inactive la furine pour empêche la maturation du TGF-pl 
(Basque et a l, 2008).
Après un traitement de 72 h, la chloroquine a un plus grand effet. La sécrétion du 
TGF-pi mature actif et total est diminuée à plus de 51 ± 5 % et 26 ± 6 %. L’analyse des 
résultats suggère que plus la dose de la chloroquine est grande, plus elle peut diminuer 
fortement la maturation du TGF-pl dans le surnageant des gliomes murins F98. Ce qui 
est confirmé dans la littérature pour le cas de gliomes malins provenant de l’humain. Il a 
été démontré que le traitement de 24 h à la chloroquine diminue d’environ 8 fois d’une 
manière dose-dépendante le TGF-P 1 mature sécrété dans le surnageant de la lignée de 
gliomes humains T98G par rapport à des cellules contrôles non traitées (Basque et al.,
2008). La chloroquine semble donc être un candidat potentiel pour inhiber le phénotype 
de gliomes malins par la voie de signalisation du TGF-p 1.
27. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR LE MÉTABOLISME CELLULAIRE
L’effet d’une réduction de la maturation du TGF-pl par la chloroquine a été 
évalué sur le métabolisme des cellules de la lignée de gliomes malins F98. En mesurant la 
production de Formazan comme indication de l’activité de l’enzyme succinate-réductase
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mitochondriale, l’analyse des résultats de l’essai WST-1 suggère que la chloroquine 
diminue le métabolisme cellulaire de la lignée F98. La présence de 50 pM et 100 pM de 
chloroquine a inhibé significativement le métabolisme cellulaire en 24 h. L’effet de la 
chloroquine s’est accru avec le temps. Toutes les doses de chloroquine (10 pM, 25 pM, 
50 pM et 100 pM) testées ont inhibé significativement le métabolisme cellulaire en 48 h. 
U semble avoir un effet dose-réponse entre la chloroquine et le métabolisme cellulaire de 
la lignée F98. Les doses ont été choisies en fonction de l’étude qui a prouvé que des 
doses de 50 pM et 100 pM de chloroquine provoquent l’apoptose des cellules de la 
lignée de gliomes humains A 172 en 24 h (Park et al., 2008). Une étude a démontré que le 
traitement de 24 h avec des doses de 2 pM et 5 pM de chloroquine diminue de façon 
dose-dépendante l’activité métabolique de la succinate-déshydrogénase mitochondriale 
de la lignée de gliomes malins U215 (Harhaji-Trajkovic et al., 2012). La succinate- 
déshydrogénase est aussi appelé succinate-réductase. Les gliomes malins de grade IV ont 
une activité métabolique accélérée afin de maintenir l’approvisionnement des cellules en 
oxygène (Chinnaiyan et al., 2002). Les résultats de notre étude font présager que 
l’altération du métabolisme cellulaire des gliomes par la chloroquine priverait les cellules 
gliales malignes d’un apport en métabolite qui est essentiel pour la croissance cellulaire. 
L’inhibition du métabolisme des cellules gliales malignes de la lignée F98 par la 
chloroquine corrèle avec la diminution de la concentration de TGF-pi mature qui était 
sécrétée dans le surnageant. Ce qui donne une indication selon laquelle la chloroquine 
peut agir sur la voie de signalisation du TGF-P afin d’affecter le phénotype des gliomes 
malins.
28. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR LA PROLIFÉRATION CELLULAIRE
L’analyse des résultats de l’essai colorimétrique BrdU a montré que les 
traitements de 24 h et 48 h à la chloroquine (10 pM, 25 pM, 50 pM, 100 pM) diminue 
fortement (entre 20 ± 25 % et 93 ± 4 %) la prolifération de la lignée de glomes malins 
F98. Ces résultats suggèrent que l’effet de la chloroquine sur la prolifération cellulaire 
augmente avec la dose et le temps des traitements. La diminution de la prolifération 
cellulaire n’est pas significative lors des traitements de 48 h parce que p > 0,05. Notre 
étude a aussi démontré que la concentration de 100 pM de chloroquine a inhibé
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significativement (86 ± 5 % p < 0,05) la prolifération cellulaire en 24 h. Ces résultats 
corrèlent avec l’inhibition du métabolisme cellulaire. La présence de la chloroquine 
diminue l’incorporation de la thymidine lors de la synthèse de l’ADN, dûe à une 
inhibition de la prolifération cellulaire. Pour que les cellules des gliomes malins 
prolifèrent, elles doivent être viables. Une étude a démontré que les traitements avec 2 
pM-5 pM de chloroquine décroit d’une manière dose-dépendante en 24 h la viabilité de 
la lignée de gliomes malins U215. Une étude a prouvé que la surexpression de TGF-P 1/2 
dans le GBM est associée à une augmentation du grade de la tumeur, à la prolifération 
anarchique de ces cellules gliales malignes et à une diminution de la survie des patients 
(Kjellman et a i, 2000). Trois études cliniques (Briceno et al., 2003; Sotelo et al., 2006; 
Briceno et a i, 2007) semblent indiquer que la combinaison de la chloroquine au 
traitement du GBM améliorerait la survie médiane des patients. Le groupe contrôle 
comprenait des patients qui ont reçu un traitement constitué d’une résection chirurgicale, 
d’une radiothérapie et d’une chimiothérapie avec la carmustine. C’est un agent alkylant 
qui empêche la réplication de l’ADN dans les cellules du GBM. La chloroquine 
(150mg/jour) a été ajoutée au traitement des patients du groupe chloroquine après la 
résection chirurgicale. Dans la première étude clinique, les patients étaient âgés en 
moyenne de 35 ans. La survie médiane était de 11 mois chez les 9 patients du groupe 
contrôle, alors qu’elle était de 33 mois chez les 9 patients traités avec la chloroquine 
(Briceno et al., 2003). Dans la deuxième étude, les patients avaient un âge moyen de 47 
ans. La survie médiane des 82 patients du groupe contrôle était de 8 mois. Elle a 
augmenté pour atteindre 18 mois chez les 41 patients qui ont reçus la chloroquine (Sotelo 
et al., 2006). Dans la troisième étude, les patients avaient moins de 60 ans. La survie 
médiane étaient respectivement de 11 mois chez les 15 patients du groupe contrôle et de 
24 mois chez les 15 patients traités avec la chloroquine (Briceno et al., 2007). Ces études 
cliniques comportaient des limites. L’augmentation de la survie médiane des patients du 
groupe chloroquine était peut-être due au hasard à cause de la petite taille des 
échantillons. L’âge moyen des patients n’était pas représentatif. Malgré leurs limitations, 
ces études indiquent que la chloroquine pourrait avoir des effets bénéfiques chez les 
patients atteints par les gliomes malins de grade IV. Des études plus poussées devraient 
être réalisées avec de grandes tailles d’échantillons.
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29. EFFET DE LA CHLOROQUINE SUR L’ACTIVITÉ DE LA MMP-2
Les résultats de la zymographie ont confirmé la présence du Pro-MMP-2 et du 
MMP-2 dans le milieu extracellulaire. Ce qui signifie que les cellules gliales murines de 
la lignée F98 ont sécrété les deux formes de MMP-2 dans le surnageant après une 
incubation de 48 h. Les traitements avec 25 et 50 pM de chloroquine ont 
significativement inhibé (>40 %) l ’activité enzymatique de la MMP-2 en 48 h. L’analyse 
des résultats montre que l’inhibition de la MMP-2 par la chloroquine corrèle avec la 
diminution de la maturation du TGF-P 1, avec les inhibitions du métabolisme et de la 
prolifération cellulaire. Des études ont démontré que la MMP-2 joue un rôle important 
dans la voie de signalisation du TGF-p. La MMP-2 digère la membrane basale et le 
collagène de type IV de la MEC (Merzak et al., 1994; Feige et al., 1996). Cette action de 
la MMP-2 entraîne la libération du TGF-p mature qui se détache du LAP. Ce qui 
provoque l’activation du TGF-P mature qui aboutit à la prolifération cellulaire, à la 
migration et à l ’invasion des cellules gliales malignes (Merzak et al., 1994; Platten et al., 
2001). Il est prouvé que la chloroquine inhibe la furine par son action alcalinisant 
(Basque et al., 2008). Notre étude semble montrer que la chloroquine diminue la 
maturation du TGF-pi et l’activité de la MMP-2, ce qui se traduit par une diminution du 
métabolisme et de la prolifération cellulaire de la lignée de gliomes malins F98.
30. EFFET DE L’AVASIMIBE™ SUR LA SÉCRÉTION DU TGF-pl
La présence de 25 pM d’Avasimibe™ diminue la sécrétion du TGF-pi actif et 
total sécrété dans le surnageant de la lignée de gliomes murins F98 en 72 h et 96 h. Ce 
qui signifierait qu’en réduisant la sécrétion du TGF-P, l ’Avasimibe™ aurait la capacité 
d’altemer le phénotype des gliomes malins. L’Avasimibe™, étant un inhibiteur de 
l’ACAT, inhibe l’activité des MMPs de la MEC (Bocan et al., 2000), ce qui s’est 
probablement traduit par une diminution de la sécrétion du TGF-P 1 qui se reflète dans 
nos résultats. Des études in vitro et in vivo chez les macrophages ont démontré que 
l’Avasimibe™ a tendance à stabiliser les plaques de cholestérol lors de l’athérosclérose 
(Bocan et al., 2000; Rival et al., 2004). Cette maladie est caractérisée par une 
accumulation des esters de cholestérol catalysé par l’ACAT dans la paroi des artères. Ces 
esters de cholestérol forment des plaques instables. Il se produit une infiltration des
51
monocytes qui se transforment en macrophages. L’enrichissement des macrophages par 
des esters de cholestérol augmente l ’expression des MMPs de la matrice (MMP-1, MMP- 
3, MMP-7 et MMP-9). Les MMPs dégradent la membrane basale et la matrice 
extracellulaire, ce qui provoque l’apparition des lésions de l’athérosclérose. 
L’Avasimibe™ inhibe l’activité catalytique des MMP-1, MMP-3 et MMP-9 chez le 
lapin, ce qui réduit les lésions (BOCAN et al., 2000). La MMP-2 et la MMP-9 sont 
impliquées dans la sécrétion du TGF-p. Puisque l’action inhibitrice de l’Avasimibe sur 
les MMPs est connue, notre expérience exploratrice porte à croire que l’Avasimibe™ 
pourrait être un agent pharmacologique pour éventuellement réduire la sécrétion du TGF- 
pi mature actif et total dans le surnageant de la lignée de gliomes murins F98.
31. EFFET DE L’AVASIMIBE™ SUR LE MÉTABOLISME CELLULAIRE
Notre étude a démontré que des concentrations de 1 pM, 10 pM et 25 pM 
d’Avasimibe™ inhibent significativement le métabolisme cellulaire des gliomes malins 
F98 suite à des traitements de 24 h et de 48 h. La transformation du réactif WST-1 en sel 
de Formazan dans la mitochondrie des cellules gliales malignes a indiqué que la 
diminution du métabolisme cellulaire semble dépendre de la dose de l’Avasimibe™ et du 
temps des traitements. L’Avasimibe™ est métabolisé dans le foie et cause une 
augmentation de la synthèse des acides biliaires. L’Avasimibe™ active l’enzyme 7a- 
hydroxylase qui transforme une partie du cholestérol libre en acides biliaires qui sont 
éliminés dans le tube digestif. Ce qui permet d’éviter les effets secondaires du cholestérol 
libre (Post et al., 1999). Des études ont démontré que les tumeurs sont souvent 
accompagnées par des changements du métabolisme du cholestérol. Il y a une 
accumulation d’esters de cholestérol et une augmentation de l’activité de l’ACAT dans 
les cellules tumorales (Boyd et Mcguire, 1990; Umeki et al., 1993). Les tissus des 
patients atteints de gliomes malins ont une concentration d’esters de cholestérol 100 fois 
supérieure à la normale. Les modifications des membranes cellulaires et la production des 
esters de cholestérol augmentent la malignité des gliomes malins, surtout du GBM 
(Campanella, 1992). Des études indiquent que des esters de cholestérol produits par 
l’ACAT sont essentiels pour le métabolisme et la croissance des gliomes de haut grade 
(Jeng et al., 1984; Campanella, et al., 1992). En augmentant l’expression et l’activité de
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l’ACAT-1, le TGF-pl favorise la production des esters de cholestérol (Hori et al., 2004). 
Notre étude suggère que l’Avasimibe™, un inhibiteur de l’ACAT, diminue la sécrétion 
du TGF-P 1 mature actif et total, ce qui pourrait contribuer à diminuer le métabolisme 
cellulaire de la lignée de gliomes murins F98.
32. EFFET DE L’AVASIMIBE™ SUR LA PROLIFÉRATION CELLULAIRE
L’essai BrdU a montré que les concentrations de 10 pM et 25 pM d ’Avasimibe™ 
inhibent significativement la prolifération cellulaire de la lignée F98 suite à des 
traitements de 24 h et de 48 h. Les esters de cholestérol provenant de l’activité de 
l’ACAT sont reliés à la prolifération cellulaires (Boyd et Mcguire, 1990; Umeki et al., 
1993). Le profil lipidique des gliomes malins varie selon le grade. Des esters de 
cholestérols se trouvent dans le GBM. L’augmentation des triglycérides et de la 
phosphatidylcholine corrèlent avec la prolifération vasculaire et le grade des tumeurs 
astrocytaires (Tugnoli et al., 2001). L’utilisation d’un inhibiteur de l’ACAT-1 dénommé 
Sah58035 inhibe significativement l’invasion et la prolifération de la lignée de gliomes 
humains U-87 MG après des traitements respectifs de 24 h, 48 h et 72 h (Paillasse et al.,
2009). Ce qui suggère que l’utilisation des inhibiteurs de l’ACAT pourrait être une 
stratégie dans le traitement des gliomes humains. La voie de signalisation du TGF-p joue 
un rôle primordial dans la prolifération des gliomes malins. L’étude de Bocan a prouvé 
que l’Avasimibe™ à la capacité d’inhiber l’activité des MMPs de la MEC (Bocan et al., 
2000). Ce qui sous-entend que l’Avasimibe™ peut réduire la prolifération cellulaire, 
puisque la sécrétion du TGF-P, la prolifération et l’invasion des cellules gliales malignes 
sont reliées à la dégradation de la MEC par la MMP-2 et la MMP-9 {Feige et al., 1996; 
Platten et al., 2001). Les résultats de notre étude viennent apporter de nouvelles 
informations indiquant que des traitements à l’Avasimibe™ pourraient être associés à une 
diminution de la sécrétion du TGF-pl dans le surnageant de gliomes murins F98, ce qui 
pourrait contribuer à diminuer le métabolisme et la prolifération cellulaire.
33. ANALYSES ALTERNATIVES
Les essais (WST-1 et BrdU) utilisés pour évaluer l’effet de la chloroquine et 
l’AvasimibeTM sur le métabolisme et la prolifération des lignées de gliomes possèdent 
des limitations. Les cellules doivent être viables et capables de se multiplier afin
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d’incorporer le BrdU lors de la réplication de l’ADN. Le réactif WST-1 contient des sels 
de Tétrazolium qui peuvent être réduits de façon non spécifique par des enzymes 
cytosoliques qui se trouvent à l’extérieur de la mitochondrie (Konsoula et al., 2005). Les 
résultats obtenus peuvent être sous-estimés (Bernas et al., 2000). Il serait possible que la 
diminution du niveau de TGF-P 1 sécrété dans le milieu extracellulaire et la réduction du 
métabolisme soient le reflet d’une diminution du nombre de cellules. Il faudrait valider 
les résultats de notre étude par des analyses alternatives. L’essai Pyruvate kirtase activity 
assay (Biovision) pourrait confirmer que la chloroquine et l ’Avasimibe™ diminuent le 
métabolisme cellulaire des gliomes malins. Cet essai permet de mesurer l’activité de la 
pyruvate kinase lors de la glycolyse. La pyruvate kinase est une enzyme qui catalyse la 
phosphorylation de l’adénosine diphosphate (ADP) en adénosine triphosphate (ATP) à 
partir de la phosphoénolpyruvate (PEP). L’activité de la pyruvate kinase donne une 
indication du métabolisme cellulaire de GBM (Chinnaiyan et al., 2002).
Des études démontrent que les traitements avec la chloroquine et l’Avasimibe™ 
induisent non seulement un arrêt de la prolifération des lignées de gliomes malins, mais 
également la mort cellulaire (Bemlih et al., 2010; Kim et al., 2010). Il serait possible 
d’évaluer si la chloroquine et l’Avasimibe™ affectent la prolifération par les essais au 
crystal violet et au bleu de trypan (Sigma-Aldrich). Le crystal violet colore l’ADN, ce qui 
permet de déterminer le nombre des cellules de GBM et la croissance cellulaire (Kim et 
al., 2010). Le bleu de trypan colore les cellules mortes de GBM. La membrane des 
cellules vivantes empêche l’entrée du bleu de trypan dans le cytoplasme. La membrane 
endommagée des cellules mortes laisse passer le bleu de trypan. Les cellules mortes 
deviennent colorées en bleu. La coloration au bleu de trypan permet de comptabiliser les 
cellules afin d’évaluer la viabilité et la prolifération cellulaire (Vega-Avila et al., 2011; 
Kim et al., 2010). Il serait aussi possible d’évaluer si la chloroquine et l’Avasimibe™ 
affectent l’apoptose des lignées de gliomes malins par la cytofluométrie en utilisant 
YAnnexin V couplé à la fluorescein isothiocyanate (FITC). L’essai Annexin V-FITC 
Apoptosis Détection (BD Biosciences Pharmingen) permet de détecter les cellules de 
GBM qui sont en processus d’apoptose. Il faudrait aussi détecter par la cytofluométrie
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l’activation des facteurs apoptotiques (caspase-8 et caspase-3) en utilisant des anticorps 
spécifiques contre la caspase-8 et caspase9 (Bemlih et al., 2010).
Les effets de la chloroquine et de l’Avasimibe™ sur le métabolisme et la 
prolifération des cellules de gliomes malins F98 pourraient être indépendants de la voie 
de signalisation du TGF-p. Les cellules F98 sont reconnues d’exprimer des récepteurs du 
TGF-P (Mathieu et al., 2007). Le TGF-P agit sur des récepteurs de types sérine/thréonine 
kinase couplés à la voie des Smad, il serait possible de tester que ces deux molécules 
affectent la voie du TGF-P dans les cellules F98 par l’immunobuvardage de type Western 
blot contre la Smad 2 phosphorylée. Il serait aussi intéressant de valider que les effets de 
la chloroquine et de l’Avasimible™ sont effectivement liés à une diminution de la 
sécrétion de la forme active du TGF-pl par l ’immunobuvardage de type Western blot 
contre le TGF-pl actif. Une autre approche expérimentale serait d’évaluer par l’essai 
Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) si les effets de la 
chloroquine et de l’Avasimibe™ diminuent l’expression de l’ARNm du TGF-pi dans la 
lignée de gliomes murins F98.
CONCLUSION
Le projet de maîtrise en pharmacologie m’a permis d’approfondir mes 
connaissances dans plusieurs techniques (culture cellulaire, dosages protéiques Bradford, 
immunobuvardage de type Western blot, WST-1, BrdU, EUS A, zymographie et 
spectrométrie de masse, etc.) Mes travaux de recherche ont démontré que les lignées de 
gliomes murins F98 et humains U-118 MG, U-373 MG et U-87 MG sécrètent le pro- 
TGF-pi et le LAP du TGF-pi. Les traitements à la chloroquine et l ’Avasimibe™ inhibent 
fortement la maturation et la sécrétion du TGF-pl actif et total dans le surnageant de la 
lignée F98. La chloroquine réduit significativement l’activité de la MMP-2 des cellules 
gliales malignes de la lignée F98. L’Avasimibe™ est plus efficace que la chloroquine 
pour inhiber considérablement le métabolisme et la prolifération cellulaire de la lignée 
F98. Notre étude fait présager que l’utilisation de la chloroquine et l’Avasimibe™ 
pourrait être une avenue thérapeutique pertinente en vue d’atténuer le phénotype des 
gliomes malins par la voie de signalisation du TGF-p.
En perspective, il serait enrichissant de valider les effets des molécules testées sur 
les lignées des gliomes malins ainsi que sur les spécimens humains. Il serait aussi 
envisageable de tester les effets de l’Avasimibe™ sur l’activité des MMP-2 et MMP-9 de 
la lignée F98.
Pour augmenter les probabilités de caractériser les formes de TGF-P sécrétées 
dans les lignées de gliomes malins par la spectrométrie de masse, il serait recommandé 
d’augmenter énormément la quantité de cellules incubées à plus de 100 millions. Il serait 
aussi intéressant de déterminer les effets de la chloroquine et l’Avasimibe™ sur la 
maturation et la sécrétion du TGF-P2.
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Pour terminer, dans le but futur de tester chez les patients atteints de GBM, il 
serait souhaitable d’évaluer d’abord in vivo les effets de la chloroquine et de 
l’Avasimibe™ sur l’efficacité des traitements chez des rats du modèle Fischer/F98. Ce 
modèle syngénique est reproductible. Il est caractérisé par l’implantation dans le cerveau 
des rats Fischer des cellules de gliomes murins F98 qui expriment la protéine TGF-P 1. 
Ces analyses pourraient mener à l ’usage de la chloroquine et de l’Avasimibe™ 
concomitamment aux traitements standards contre les GBMs.
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ANNEXE 1
Les résultats supplémentaires du test WST-1 sembent indiquer que le métabolisme 
cellulaire de la lignée de gliomes humains U-373 MG diminuent en fonction des 
concentrations de la chloroquine et de l’Avasimibe™ après des traitements de 24 h et 
48 h (Tableaux 2-3).
Tableau 2. Les données obtenues lors du test de métabolisme des cellules de la lignée de 
gliomes humains U-373 MG suite à une exposition de 240 minutes au WST-1 (9210 
cellules/puits) après des traitements de 24 h et 48 h à la chloroquine n=l. Le contrôle 
représentait les cellules qui ont été incubées avec le véhicule seul (D-PBS pH5).
Chloroquine % métabolisme cellulaire de la lignée U-373 MG
(HM) 24 h 48 h
Ctrl 100 ±3 100 ± 3
10 98 ± 2 86 ± 2
25 93 ± 0,4 76 ± 0,2
50 62 ± 3 43 ± 3
100 54 ± 2 40 ± 2
Tableau 3. Les données obtenues lors du test de métabolisme cellulaire de la lignée de 
gliomes humains U-373 MG suite à une exposition de 240 minutes au WST-1 (9210
" T W
cellules/puits) après des traitements de 24 h et 48 h avec l’Avasimibe n=l. Le contrôle
représentait les cellules qui ont été incubées avec le véhicule (0,08 % DMSO).
Avasimibe™ % métabolisme cellulaire de la lignée U-373 MG
(pM) 24 h 48 h
Ctrl 100 ±3 100 ± 3
0,025 97 ± 0,7 85 ± 1
1 96 ± 2 80 ± 3
ÎO 90 ± 2 68 ± 3
25 87 ± 1 58 ± 5
ANNEXE 2
La chloroquine diminue le métabolisme cellulaire de la lignée de gliomes humains 
U-l 18 MG après des traitements de 24 h et 48 h (Tableau 4).
Tableau 4. Les données obtenues lors du test de métabolisme des cellules de la lignée de 
gliomes humains U-l 18 MG suite à une exposition de 240 minutes au WST-1 (9210 
cellules/puits) après des traitements de 24 h et 48 h à la chloroquine n=l. Le contrôle 
représentait les cellules qui ont été incubées avec le véhicule seul (D-PBS pH5).
Chloroquine % métabolisme cellulaire de la lignée U-l 18 MG
(UM) 24 h 48 h
Ctrl 100 ± 9 100 ± 7
10 96 ± 8 84 ± 3
25 85 ± 2 80 ± 4
50 80 ± 9 54 ± 1
100 65 ±3 40 ± 3
